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“Imagination is more important than knowledge. 
For knowledge is limited to all we now know and 
understand, while imagination embraces the entire 
world, and all there ever will be to know and 
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ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc ADN complementario 
AID  Dominio autoinhibidor (AutoInhibitory Domain) 
AKAP79 Proteína de anclaje a la proteína quinasa A (A Kinase-Anchoring 
Protein 79) 
Akt Proteína quinasa B 
ALD   Derivado de linfocitos activados (activated-lymphocyte derived) 
ANOVA Análisis de la varianza (ANalysis Of VAriance) 
AP1 Proteína activadora 1 (Activator Protein 1) 
Arg1 Arginasa 1 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNm ARN mensajero 
ATF2 Factor de transcripción activador 2 (Activating Transcription Factor 
2) 
BSA Albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 
Cabin1  Proteína de unión a calcineurina 1(Calcineurin-binding protein 1) 
o Cain  
 
ca CN Calcineurina constitutivamente activa (constitutively active 
calcineurin) 
ca p38 p38 constitutivamente activo 
CaM  Calmodulina 
cAMP Adenosina monofosfato cíclica (cyclic Adenosine MonoPhosphate) 
CARKL Proteína del tipo de las quinasas de carbohidratos (CARbohydrate 
Kinase-Like protein) 
CCL Ligando de quimiocina C-C (Chemokine (C-C motif) Ligand) 
CCR Receptor de quimiocina C-C (C-C chemokine Receptor) 
CD Grupo de diferenciación (Cluster of Differentiation) 
C/EBP Proteínas de unión a potenciadores Ccaat (Ccaat enhancer 
binding proteins) 
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CFA Adyuvante completo de Freund (Complete Freund`s Adjuvant) 
CHP Proteína homóloga a calcineurina (Calcineurin Homolog Protein) 
CIA Artritis inducida por colágeno (Collagen-Induced Arthritis) 
CK1 Caseina quinasa 1 (Casein Kinase 1) 
CN  Calcineurina 
CnA  Calcineurina A 
CnB  Calcineurina B 
COX2 CicloOXigenasa 2 
CREB Proteína de unión a elementos de respuesta a AMP cíclico 
(cAMP-response element binding protein) 
Crm1 Exportina 1 
CsA  CicloSporina A 
CXCL  Ligando de quimiocina C-X-C (Chemokine (C-X-C motif) Ligand) 
CypA  Ciclofilina A (Cyclophilin A) 
DARPP32  Fosfoproteína neuronal regulada por dopamina y AMP cíclico 
(Dopamine and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein) 
DIR 1,1′-dioctadecil-3,3,3′,3′-tetrametilindotricarbocianina ioduro 
DMEM Dulbeccos`s modified Eagle medium 
ECL Quimioluminiscencia aumentada (Enhanced chemiluminiscence) 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EGTA Ácido etilenglicoltetraacético 
ELISA Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (Enzyme-Linked 
ImmunoSorbent Assay) 
Elk1  Factor de transcripción similar a ETS (E twenty six (ETS)-like 
transcription factor 1) 
ERK Quinasa regulada por señales extracelulares (Extracellular signal-
regulated kinase) 
FasL   Ligando de Fas, CD95L 
  Abreviaturas 
 
 
3 
FBS  Suero fetal bovino (Fetal bovine serum) 
Fc  Fracción constante (Fragmento cristalizable) de las 
Inmunoglobulinas 
FcR  Receptor  de la Fc 
FITC  Fluoresceína 
FIZZ1  Molécula alfa del tipo de la resistina (Retnla (Resisitin-like 
molecule alpha)) 
FKBP  Proteína de unión a FK506 (FK506 Binding Protein) 
GFP  Proteína fluorescente verde (Green Fluorescent Protein) 
Gln  Glutamina 
Glu  Glutamato 
GMCSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macrófagos 
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulation Factor) 
GSK3 Quinasa de la sintasa de glicógeno 3 (Glycogen Synthase Kinase 
3) 
HBS Hepes Buffer Saline 
HEK Células humanas embrionarias de riñón (Human Embryonic 
Kidney cells) 
HEPES Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfónico  
hsp25 Proteína de choque térmico 25 (Heat shock protein 25) 
IC InmunoComplejo 
IF InmunoFluorescencia 
IFNγ InterFeróN γ 
IgG Inmunoglobulina G 
IHQ InmunoHistoQuímica  
IL InterLeucina 
INCA Inhibidores de la asociación de NFAT y calcineurina (Inhibitors of 
NFAT-Calcineurin Association) 
iNOS Sintasa inducible de óxido nítrico (Inducible nitric oxide synthase) 
Abreviaturas 
 
 
4 
i.p. Intraperitoneal  
IRES Sitio interno de entrada del ribosoma (Internal Ribosome Entry 
Site) 
IRF Factor regulador de interferón (Interferon regulatory factor) 
IRN Intermediarios reactivos del nitrógeno 
IRO Intermediarios reactivos del oxígeno 
IS-IP complejo Inmunosupresor-Inmunofilina 
i.v. intravenoso 
Jmjd3 Que contiene un dominio Jumonji (Jumonji-domain containing 3) 
JNK Quinasa del extremo amino terminal de c-Jun (c-Jun amino-
terminal kinase) 
Jun Diecisiete en japonés (Ju-nana) 
KDa KiloDalton 
KLF Factor de tipo Krüppel (Krüppel Like Factor) 
KSR2 Quinasa supresora de Ras 2 (Kinase suppressor of Ras 2) 
Leu Leucina 
LPS  LipoPoliSacárido (Lipopolysaccharide) 
MAP2  Proteína asociada a microtúbulos 2 (Microtubule-associated 
protein 2) 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos (Mitogen-activated 
protein kinase) 
MCSF Factor estimulador de colonias de macrófagos (Macrophage 
Colony Stimulating Factor) 
MEF2  Factor potenciador de miocitos 2 (Myocyte Enhancer Factor 2) 
MEFs Fibroblastos embrionarios de ratón (Mouse Embryonic 
Fibroblasts) 
MHC Complejo principal de histocompatibilidad (Major 
Histocompatibility Complex) 
min minutos 
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MKK3/6 Quinasa de MAPK 3/6 (MAPK Kinase 3/6) 
MKP-1 Fosfatasa de MAPK 1 (MAP Kinase Posphatase 1) 
MMLV-RT Transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina Moloney 
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) 
Mrc1 Receptor de manosa1 (Mannose receptor 1) 
MSK Quinasa activada por mitógenos y estrés (Mitogen and Stress 
activated protein Kinase) 
Myf5 Factor regulador miogénico 5 (Myogenic regulatory factor 5) 
NES Secuencia de exportación nuclear (Nuclear Export Sequence) 
NFAT Factor nuclear de células T activadas (Nuclear Factor of 
Activated T cells) 
NFB  Factor nuclear B (Nuclear Factor B) 
NHR Región de homología de NFAT (NFAT Homology Region) 
NK Células asesinas naturales (Natural Killer) 
NLS  Señal de localización nuclear (Nuclear Localization Signal) 
NO  Óxido nítrico (Nitric Oxide) 
OREBP Proteína de unión a elementos de respuesta a ósmosis (Osmotic 
Response Element-Binding Protein) 
OXA Oxazolona 
PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida (PolyAcrilamide Gel 
Electrophoresis) 
PAMP Patrón molecular asociado a patógeno (Pathogen Associated to 
Molecular Pattern) 
PBS Phosphate Buffered Saline  
PCR Reacción en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain 
Reaction) 
PKA Proteína quinasa A (Protein Kinase A) 
PKC Proteína quinasa C (Protein Kinase C) 
PP1  Proteína fosfatasa 1(Protein Phosphatase 1) 
Abreviaturas 
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PP2A  Proteína fosfatasa 2A (Protein Phosphatase 2A) 
PP2B  Proteína fosfatasa 2B (Protein Phosphatase 2B) 
PPAR  Receptores activados de proliferación de los peroxisomas 
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptors) 
PPP  Fosfoproteína fosfatasa (PhosphoProtein Phosphatase) 
Pro  Prolina 
PSP  Fosfatasas de fosfoserinas (PhosphoSerine Phosphatases) 
RCAN Regulador de calcineurina (Regulator of calcineurin) 
Rel  v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog 
RHR Región de homología a Rel (Rel Homology Región) 
ROS Especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxigen Species) 
RM Receptor de manosa 
RS Receptor “Scavenger” 
SAP Complejo Amiloide P 
SDS Dodecil sulfato sódico (Sodium Dodecyl Sulfate) 
SOCS Supresor de la señalización por citocinas (Suppressor Of Cytokine 
Signalling) 
SRR Regiones ricas en serinas (Serine Rich Regions) 
STAT Transductor de señales y activador de la transcripción (Signal 
Transducer and Activator of Transcription) 
TAB (1-2) Proteína de unión a la quinasa activada por TGF-MAP3K7(1-
2)TGF- Activated kinase 1/MAP3K7 Binding protein (1-2)). 
TAD Dominio de transactivación (TransActivation Domain) 
TAK1 Quinasa activada por TGF- 1 (TGF-beta Activated Kinase 1) 
TAM Macrófago asociado a tumor (Tumor Associated Macrophage) 
TBST Buffer Tris con tween (Tween-containing Tris-buffered saline) 
TCR Receptor de células T (T-cell receptor) 
TF Factor tisular (Tissue Factor) 
  Abreviaturas 
 
 
7 
TGF Factor de crecimiento transformante  (Transforming Growth 
Factor ) 
Th Célula T colaboradora (T helper 1) 
Thr Treonina (Threonine) 
TLR Receptor de tipo Toll; Toll: en alemán ¡ fantástico! (Toll-like 
receptor) 
TMP21 Proteína transmembrana 21(Transmembrane protein 21) 
TNF Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor) 
TonEBP Proteína de unión al potenciador respondedor a tonicidad 
(Tonicity-responsive enhancer binding protein) 
TRESK Canal de potasio de la médula espinal relacionado con TWIK 
(TWIK-related spinal cord potassium channel) 
Tyr Tirosina (Tyrosine) 
Val Valina 
Ym1 Proteina 3 del tipo de la quitinasa 3Chi3l3 (Chitinase 3-like protein 
3) 
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11 
La Calcineurina (CN) es una proteína fosfatasa dependiente de calcio y 
calmodulina (CaM) que defosforila residuos fosforilados de serina y treonina. Fue 
identificada como la diana de las drogas inmunosupresoras CsA y FK506, y desde 
entonces se ha estudiado ampliamente su función en la homeostasis del sistema 
inmune. La mayoría de estudios se han centrado en elucidar el papel de esta fosfatasa 
en las células T, sin embargo, los trabajos que han analizado su implicación en la 
función de los macrófagos son escasos. Los macrófagos, como mediadores clave del 
sistema inmune innato, determinan el curso de las respuestas inflamatorias; 
contribuyen al ambiente inflamatorio secretando citoquinas y quimioquinas y además 
pueden polarizarse influenciados por el contexto inflamatorio. Los macrófagos son 
células plásticas que pueden adoptar una gran variedad de fenotipos en respuesta a 
diferentes estímulos in vivo. In vitro, se han clasificado en dos fenotipos extremos: 
macrófagos M1, que presentan propiedades pro-inflamatorias y macrófagos M2, que 
ejercen funciones inmunomoduladoras o inmunosupresoras. En este trabajo de tesis, 
estudiamos el papel de la CN en la polarización de los macrófagos y analizamos su 
potencial como diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. 
Utilizando estrategias para el bloqueo específico de la señalización mediada por la CN, 
revelamos un papel de esta fosfatasa en la polarización de los macrófagos que no 
había sido descrito con anterioridad probablemente debido al uso de la CsA y el 
FK506 como inhibidores de la CN. Mostramos que la inhibición de la CN por el peptido 
LxVP o su deleción genética induce un fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos. 
Por el contrario,mostramos que el tratamiento con la CsA o el FK506 no provoca los 
mismos efectos. Investigamos la divergencia entre las diferentes estrategias de 
inhibición de la CN y encontramos que el LxVP y la deleción genética de la CN, pero 
no la CsA ni el FK506, inducen la fosforilación de la MAPK p38 a través de la inhibición 
de la expresión de la fosfatasa MKP-1. Además, evidenciamos el potencial anti-
inflamatorio del bloqueo específico de la CN en los macrófagos en los modelos 
murinos de artritis inducida por colágeno e hipersensibilidad por contacto inducida por 
oxazolona. Realizamos experimentos de terapia génica con lentivirus codificantes del 
peptido LxVP y también experimentos de terapia celular con macrófagos deficientes en 
la CN.  Ambos tratamientos tuvieron un claro efecto terapéutico en el establecimiento y 
progreso de la respuesta inflamatoria. En este trabajo describimos una nueva función 
de la CN en la polarización de los macrófagos e identificamos una asociación entre la 
CN y la MAPK p38 en este proceso. También proponemos una estrategia alternativa 
de inhibición específica de la CN con potencial uso en el tratamiento de enfermedades 
inflamatorias.  
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Calcineurin (CN) is a calcium dependent serine/threonine phosphatase. It was 
identified as the target of the immunosuppressants cyclosporin A and FK506 and since 
then, its involvement in the homeostasis of the immune system has been extensively 
analyzed. Most studies have been focused on the role of this phosphatase in T cells, 
however little is known about its implication in macrophage functionality. Macrophages, 
as key players of the innate immune system, determine the course of an inflammatory 
response; they contribute to the inflammatory environment by secreting cytokines and 
chemokines and also can be polarized influenced by the inflammatory context. 
Macrophages are plastic cells that adopt a large variety of phenotypes in response to 
different stimuli in vivo. In vitro, they have been classified into two extreme phenotypes: 
M1 macrophages, which present pro-inflammatory properties, and M2 macrophages 
which exert immunomodulatory and immunosuppresor effects. Here, we study the role 
of CN in macrophage polarization and also analyze the potential of CN as a 
macrophage-specific target for the treatment of inflammatory diseases. By using 
specific CN-targeting strategies we reveal a key role for CN in macrophage polarization 
that had not been previously revealed by the use of CsA or FK506 as CN-inhibitors. 
We show that CN-inhibition by the LxVP peptide or CN-gene deletion induces an anti-
inflammatory phenotype in macrophages. However, this does not occur upon CsA or 
FK506 treatment. We investigate this divergence between the different CN-targeting 
approaches and find that LxVP- and CN-gene deletion, but not CsA and FK506, induce 
p38 MAPK activation through the inhibition of MKP-1 expression, which in turn 
mediates the anti-inflammatory macrophage polarization. We also evidence the anti-
inflammatory potential of specifically targeting CN in macrophages in the murine 
models of collagen-induced arthritis and oxazolone-induced contact hypersensitivity. 
We perform gene therapy experiments with lentiviruses encoding the LxVP peptide and 
also cell therapy experiments with CN-inhibited macrophages. Both treatments result in 
a significant therapeutic effect in the onset or progression of the inflammatory 
responses. In this study we describe a novel role for CN in macrophage polarization 
and identify a link between CN and p38 MAPK in this process. We also propose 
alternative and more specific CN-targeting strategies for the treatment of inflammatory 
diseases. 
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1-La calcineurina 
La calcineurina (CN) *1 o PP2B es una enzima fosfatasa regulada por calcio 
y calmodulina (CaM) que cataliza la reacción de desfosforilación de residuos 
fosforilados de serina y/o treonina en numerosas proteínas (Klee & Krinks, 
1978)(Klee et al, 1979)(Aramburu et al, 2000; Stewart et al, 1982) . Se clasifica 
por su especificidad de sustrato dentro de la superfamilia de las fosfatasas de 
serina y treonina (PSP) y de la familia de fosfoproteínas fosfatasas (PPP). La 
CN es la diana de los complejos  inmunosupresores  ciclosporina A-ciclofilina A 
(CsA-CypA) y FK506-FKBP que inhiben su actividad (Liu et al, 1992; Liu et al, 
1991). 
 
1.1 Estructura 
La CN es una proteína heterodimérica compuesta por una subunidad 
catalítica denominada calcineurina A (CnA) de 58-69 KDa y una subunidad 
reguladora o calcineurina B (CnB) de 16-19 KDa (Figura 1). Esta enzima se 
encuentra altamente conservada desde levaduras hasta humanos (Rusnak & 
Mertz, 2000) habiendo sido confirmada su estructura por estudios de difracción 
de rayos X (Griffith et al, 1995; Jin & Harrison, 2002; Kissinger et al, 1995; Li et 
al, 2007)  
La CnA presenta tres isoformas CnAα, CnAβ y CnAγ que son producto de 
tres genes diferentes PPP3CA, PPP3CB y PPP3CG (Guerini & Klee, 1989; 
Kincaid et al, 1990; Kuno et al, 1989; McPartlin et al, 1991; Muramatsu & 
Kincaid, 1993). Tiene 514-524 aminoácidos con un dominio catalítico en la 
región amino-terminal y un dominio regulador en la carboxilo-terminal. Este 
dominio regulador se compone de un sitio de unión a la CnB, de un sitio de 
unión a la CaM y de un dominio autoinhibidor (AID) (Figura 1) (Aramburu et al, 
2000).  
La CnB tiene dos isoformas, CnB1 y CnB2, que también son producto de 
genes diferentes (PPP3R1 y PPP3R2) y que tienen 169 y 170 aminoácidos 
respectivamente (Guerini et al, 1989; Mukai et al, 1991; Nishio et al, 1992; Ueki 
et al, 1992). La CnB presenta cuatro sitios de unión a calcio (Ca2+), dos de alta 
                                                          
*  Todas las abreviaturas utilizadas se refieren a nombres o términos en inglés. (Ver Abreviaturas) 
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afinidad, que están constantemente ocupados por Ca2+ y estabilizan el 
heterodímero y dos de baja afinidad, que actúan como sensores de los 
incrementos de calcio intracelular (Figura 1). La CnB1 dimeriza con la CnAα y 
con la CnAβ mientras que la CnB2 sólo establece dímeros con la CnAγ 
(Aramburu et al, 2000). 
 
      
  
          
 
Figura 1 Representación esquemática de la CN. (A) Representación de 
la estructura tridimensional de la CN. En la imagen se representan el 
dominio catalítico de la CnA (amarillo) y diferentes regiones de su dominio 
regulador: en morado, la región de unión a la CnB; en gris, la región de 
unión entre los dominios catalítico y regulador; y en rojo el dominio 
autoinhibidor. En naranja se representa la CnB. (B) Representación 
esquemática de los dominios conservados de la CN. CaM: calmodulina; 
AID: dominio autoinhibidor. (Adaptada de Martínez-Martínez, 2004) 
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1.2 Localización subcelular y tisular 
La CN es una proteína de localización principalmente citosólica (Aramburu 
et al, 2000). Sin embargo, se ha descrito que la CnAα, tras su activación y 
unión a determinados sustratos, se trasloca al núcleo en cardiomiocitos, en 
células vasculares de músculo liso y en queratinocitos (Al-Daraji et al, 2002; 
Burkard et al, 2005; Hallhuber et al, 2006; Jabr et al, 2007). La CnA presenta 
una secuencia de localización nuclear (NLS) correspondiente a los 
aminoácidos 171 a 190  y una secuencia de exportación nuclear (NES) en la 
región aminoacídica 423 a 434 (Hallhuber et al, 2006). Las proteínas 
responsables de facilitar el  tránsito de la CN son la importina β1, desde el 
citosol hacia el núcleo, y la exportina1 (Crm1) desde el núcleo hacia el citosol 
(Hallhuber et al, 2006). 
La CN es una proteína de expresión ubicua. Ambas subunidades CnA y 
CnB se expresan en altos niveles en el cerebro y se ha detectado su expresión, 
aunque a niveles mucho más bajos, en todos los tejidos analizados. Sin 
embargo, existe una expresión diferencial de sus isoformas según el tejido. Así, 
la CnAα se expresa predominantemente en el cerebro, la CnAβ en el sistema 
inmune y la CnAγ sólo se ha detectado en los testículos. La CnB1 es ubicua y 
la expresión de la CnB2 se reduce también a los testículos (Aramburu et al, 
2000).  
 
1.3 Activación 
La CN se encuentra en estado inactivo en el citosol de las células en 
reposo. En esta conformación inactiva, las dos subunidades CnA y CnB 
permanecen unidas. En la CnB, los iones calcio ocupan exclusivamente los 
sitios de alta afinidad y el dominio autoinhibidor de CnA, bloquea el acceso de 
los sustratos al sitio catalítico (Figura 2). Cuando la célula recibe un estímulo 
externo que provoca un incremento de los niveles de calcio intracelular, los 
iones calcio se unen a los sitios de baja afinidad en la CnB, induciendo un 
cambio conformacional en la región reguladora de CnA, que conlleva la 
exposición de la región de unión a la CaM. El incremento en la concentración 
de calcio intracelular también induce un cambio conformacional en la CaM, que 
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se activa y aumenta su afinidad por sus proteínas diana, entre ellas la CN. La 
unión de la CaM activada a la CnA promueve la retirada del dominio 
autoinhibidor de la región catalítica de la CN y permite el libre acceso de los 
sustratos al sitio activo de la enzima (Li et al, 2011). 
 
 
  
Figura 2 Modelo de la activación de la CN dependiente de Ca
2+
 y 
calmodulina (CaM). (Adaptada de Li et al, 2011). La CnA está 
representada en rojo, la CnB en verde y la CaM en naranja. 
 
 
1.4 Sustratos 
Se han descrito un gran número de sustratos de la CN, como los 
inhibidores endógenos de la fosfatasa PP1 (inhibidor-1 y DARPP32) (King et al, 
1984; Stewart et al, 1983), la neurogranina, la neuromodulina (Seki et al, 1995), 
la sintasa de óxido nítrico (Dawson et al, 1993), la distrofina (Michalak et al, 
1996)), la dinamina (Smillie & Cousin, 2005), hsp25 (Gaestel et al, 1992), la 
tubulina (Goto et al, 1985), MEF2 (Wu et al, 2001) y Elk1 (Sugimoto et al, 
1997). Sin embargo, la familia de factores de transcripción NFAT (factor nuclear 
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de células T activadas) es el sustrato directo de la CN más estudiado y mejor 
caracterizado hasta el momento.  
1.4.1 NFAT 
La familia de factores de transcripción NFAT está compuesta por 5 
miembros codificados por genes diferentes: NFATc1 (NFAT2 o NFATc), 
NFATc2 (NFAT1 o NFATp), NFATc3 (NFAT4 o NFATx), NFATc4 (NFAT3) y 
NFAT5 (TonEBP u OREBP) (Rao et al, 1997). 
Esta familia fue identificada por primera vez en linfocitos T (Shaw et al, 
1988) aunque se ha detectado la expresión de al menos uno de sus miembros 
en todos los tipos celulares y tejidos analizados (Rao et al, 1997). Todos los 
miembros son regulados por calcio y CN excepto NFAT5, que se activa en 
respuesta a estrés osmótico (Hogan et al, 2003). Los miembros NFATc1-c4 
pueden expresarse en más de una isoforma, generadas por splicing alternativo 
(corte y empalme) de sus exones. Este proceso da lugar a variaciones en las 
regiones amino y carboxilo terminal de la proteína, dejando un núcleo central 
conservado compuesto por: un dominio regulador o región de homología de 
NFAT (NHR) y un dominio de unión a ADN (RHR). La región NHR contiene a 
su vez un dominio transactivador (TAD) y numerosos residuos de serina  
(región rica en serinas (SRR) y repeticiones serina-prolina (SP)) que están 
fosforilados en la conformación inactiva de NFAT (Okamura et al 2000). En 
esta región NHR también se encuentran los sitios de unión a la CN (Figura 3) 
(Rao et al, 1997). 
 
 
Figura 3 Esquema de los dominios conservados en la familia de factores de 
transcripción NFAT. (Adaptada de Hogan et al, 2003) NHR: región de homología de 
NFAT; RHR: región de unión al ADN (región de homología a Rel); TAD: dominio 
transactivador; SRR: región rica en serinas; SP: repeticiones serina-prolina; NLS: 
secuencia de localización nuclear;  
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En situación de reposo en la célula, NFAT se localiza en el citosol en un 
estado altamente fosforilado en las serinas de su dominio regulador. Cuando 
un estimulo externo provoca un incremento en la concentración de calcio 
intracelular, la CN se activa, se une a NFAT y lo desfosforila. La 
desfosforilación de NFAT induce un cambio conformacional en la proteína, que 
resulta en la exposición de su secuencia de localización nuclear (NLS) y en un 
incremento en su afinidad por el ADN (Hogan et al, 2003; Okamura et al, 2000). 
NFAT se importa al núcleo con la ayuda de proteínas importinas y allí, en 
colaboración con otros factores de transcripción, activa la transcripción de 
diversos genes como los de las citocinas IL2, IL4, IL5, GMCSF y TNFα 
(Macian, 2005),los de los receptores de membrana CD40L y FasL (Macian, 
2005) y los de otras proteínas como COX2 (Iniguez et al, 2000), Myf5 (Friday & 
Pavlath, 2001) o TMP21 (Liu & Abraham, 2013). Cuando el estímulo activador 
desaparece, NFAT es  refosforilado en el núcleo por quinasas tales como 
GSK3 o CK1(Beals et al, 1997; Hogan et al, 2003; Okamura et al, 2004) y es 
exportado al citosol. Se ha identificado en NFAT una secuencia de exportación 
nuclear (NES) que se sugiere que podría exponerse tras separarse NFAT del 
ADN (Klemm et al, 1997). De este modo, la localización subcelular de NFAT 
viene determinada por la actividad de la CN, la de quinasas nucleares y por la 
exposición de señales de importación y exportación nuclear.  
1.5 Mecanismo molecular de la interacción de la calcineurina con sus 
sustratos 
Los estudios que han esclarecido el mecanismo de unión de la CN a sus 
sustratos se han basado principalmente en su interacción con NFAT. Así, se 
han identificado tanto los motivos en NFAT responsables de la unión a la CN, 
como las regiones de la CN implicadas en la interacción con NFAT. 
Los motivos en NFAT que determinan su  unión a la CN son los siguientes:  
o Motivo SPRIEIT 
Este motivo fue identificado por Aramburu y colaboradores en 1998 
(Aramburu et al, 1998; Garcia-Cozar et al, 1998). Con la finalidad de estudiar el 
papel del dominio regulador de NFAT, generaron una colección de proteínas de 
NFATc2 en las cuales mutaron selectivamente algunas regiones altamente 
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conservadas en todos los miembros de la familia. Para estudiar la funcionalidad 
de estas formas de NFATc2, las expresaron en diferentes líneas celulares y 
comprobaron su capacidad de importación al núcleo. Identificaron dos 
mutantes que, ante un estímulo, no se traslocaban al núcleo; uno de ellos tenía 
afectada la secuencia de localización nuclear y el otro la secuencia 
110SPRIEITPS 118, con mutaciones en la Arg112, el Glu114 y la Thr116 de la 
región amino terminal del dominio regulador. Los autores mostraron cómo la 
expresión en células de un péptido conteniendo la secuencia 110SPRIEITPS118, 
inhibía la desfosforilación de NFAT. Este péptido se une a la CN e interfiere con 
su unión a NFATc2 en ensayos in vitro, sin embargo, no afecta a la actividad 
fosfatasa de la CN. Estudios comparativos de las secuencias 110SPRIEITPS118  
en los diferentes miembros de la familia NFAT llevaron a la descripción de una 
secuencia consenso PxIxIT (Aramburu et al, 1999). Con la idea de obtener 
péptidos de mayor afinidad por la CN, y que por tanto fueran más eficaces en 
su inhibición, los mismos investigadores construyeron librerías combinatoriales 
basadas en el motivo PxIxIT. Esto permitió identificar un péptido de secuencia 
110HPVIVITGP118 (VIVIT) con una afinidad por la CN veinticinco veces mayor 
que la del péptido 110SPRIEITPS118 original (Aramburu et al, 1999) (Ver más 
adelante en el apartado “Inhibidores”). 
La región de unión del motivo PxIxIT de NFAT en la CN se localiza en el 
dominio catalítico de la CnA. Para localizar esta región se realizaron ensayos 
de interacción in vitro, utilizando formas mutadas y truncadas de la CN (Li et al, 
2004), así como estudios cristalográficos y de resonancia magnética nuclear 
empleando el péptido mejorado VIVIT (Li et al, 2007). En estos estudios se 
mostró que el péptido VIVIT se une a lo largo de la hebra β 14 aumentando la 
lámina β 4-3-2-13-14 y estableciendo otros contactos con los giros β13-β14 y 
β11-β12 (Li et al, 2007). Además, se ha descrito la importancia de la secuencia 
de unión entre el dominio catalítico y el sitio de unión a la  CnB para la 
existencia de una unión funcional con NFAT (Rodriguez et al, 2005). 
o Motivo LxVP 
Poco después de la identificación del motivo PxIxIT en NFAT se 
describió la existencia de una segunda región de  unión a la CN en el extremo 
carboxilo terminal de su región reguladora (Liu et al, 1999; Park et al, 2000). La 
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secuencia aminoacídica determinada para esta región fue la siguiente: 
384DQYLAVPQHPYQWAK 398 en la que mediante la generación de mutaciones 
puntuales se identificaron los residuos más relevantes en la interacción con la 
CN: Gln385, Tyr386, Leu387, Val389, Pro390, Pro393 y Tyr394. Estos residuos 
están sólo moderadamente conservados entre los miembros de la familia 
NFAT, encontrándose la mayor homología en el núcleo  Leu387, Val389 y 
Pro390 (LxVP) que da nombre a este motivo de unión (Martinez-Martinez et al, 
2006). Las variaciones de secuencia observadas en esta región, podrían 
suponer por tanto alteraciones en la  afinidad de los diferentes miembros por la 
CN. Así, las variantes del motivo LxVP tienen diferentes capacidades de 
desplazar la unión de la CN a NFATc2 y c1 in vitro (Martinez-Martinez et al, 
2006; Park et al, 2000). Estos ensayos de competición indican que las 
secuencias LxVP se unen a la CN con diferentes afinidades, que podrían 
ordenarse de la siguiente manera: NFATc4≈NFATc3>NFATc1>>NFATc2. La 
baja afinidad por CN del sitio LxVP de NFATc2 hace considerar a esta región 
no funcional en su interacción con la CN.  
El sitio de unión de la CN al motivo LxVP de NFAT consiste en un 
bolsillo hidrofóbico formado por tres residuos de la CnA (W352, S353 y F356) y 
dos de la CnB (M118 y V119), pronosticados por simulación moleular 
(Rodriguez et al, 2009) y confirmados recientemente por cristalografía (Grigoriu 
et al, 2013). Al contrario que el motivo PxIxIT, que es capaz de unirse a la CnA 
libre, la unión del motivo LxVP requiere ambas subunidades. Además, esta 
unión solo tiene lugar en presencia de calcio y CaM, es decir, cuando la CN 
está activada, lo que sugiere que el sitio de anclaje podría hacerse funcional 
tras un cambio conformacional inducido por la activación. Este bolsillo de unión 
solapa con el sitio de unión de los complejos inmunosupresores CsA-Cyp A (Jin 
& Harrison, 2002) y FK506-FKBP (Griffith et al, 1995) y por tanto LxVP y estos 
inmunosupresores compiten por la unión a la CN.  
Ambos sitios, PxIxIT y LxVP de NFAT, parecen cooperar en la unión a la 
CN, situando su región fosforilada rica en serinas de NFAT próxima al sitio 
activo de la fosfatasa y permitiendo así una gran eficiencia en la reacción de 
desfosforilación (Liu et al, 2009a). Estos motivos de unión a la CN se han 
encontrado en otros sustratos. Por ejemplo, se conoce que TRESK, RCAN, 
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Cabin1 o AKAP79 utilizan en su unión a la CN un motivo equivalente al PxIxIT, 
y que la proteína del virus de la fiebre porcina africana A238L, RCAN, o KSR2 
presentan además un motivo de unión del tipo LxVP (Grigoriu et al, 2013; Li et 
al, 2011) 
 
1.6 Inhibidores de la calcineurina 
Se conoce un amplio espectro de inhibidores de la CN (Martinez-Martinez 
& Redondo, 2004; Sieber & Baumgrass, 2009). Algunos son producidos de 
manera natural por las células (endógenos), otros (exógenos) han sido 
obtenidos por modificación de compuestos naturales o son totalmente un 
producto de síntesis química. Estos inhibidores presentan mecanismos de 
acción muy diferentes. Así,  pueden actuar  inhibiendo la actividad fosfatasa de 
la CN mediante la oclusión de su sitio activo o impidiendo el acceso de los 
sustratos a dicho sitio. Otros interfieren en la interacción de la CN con sus 
sustratos o con su activador, la CaM, e incluso de muchos de ellos se 
desconoce el mecanismo de acción. 
 
1.6.1 Inhibidores endógenos 
 
o AKAP79 (Proteína de anclaje a la proteína quinasa A): se asocia a la CN, 
a la subunidad reguladora de la PKA y a la PKC y se piensa que 
contribuye a su localización en membrana (Faux et al, 1999). AKAP79 
contiene un motivo similar al PxIxIT de NFAT y por lo tanto inhibe la 
interacción de la CN con aquellos sustratos que se unen a la enzima a 
través de un motivo de unión PxIxIT (Dell'Acqua et al, 2002; Li et al, 
2011). 
o CHP (Proteína homologa a la CN): es una proteína de unión a calcio con 
un alto grado de homología con la CaM y la CnB (Lin & Barber, 1996; 
Pang et al, 2001). Se cree que su mecanismo de acción podría ser la 
interferencia del ensamblaje de los tres componentes del complejo de la 
CN activada: CnA, CnB y CaM (Lin et al, 1999). 
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o Cabin1 (o Cain, proteína de unión a la CN): es una fosfoproteína de 
expresión ubicua (Liu, 2003; Sun et al, 1998). Tiene un motivo similar al 
PxIxIT de NFAT y es capaz de inhibir la actividad de la CN de manera 
alosteríca sin impedir el acceso de los sustratos al sitio activo de la 
enzima (Jang et al, 2007; Martinez-Martinez et al, 2009). 
o RCAN (Regulador de la CN): se conocen 3 tránscritos RCAN1, 2 y 3 
(Fuentes et al, 1997). Se expresa predominantemente en los músculos 
esquelético y cardiaco y también en el cerebro, y presenta secuencias 
similares a los sitios PxIxIT y LxVP de NFAT (Li et al, 2011). Su 
sobreexpresión conduce a la inhibición de la CN (Martinez-Martinez et al, 
2009) aunque también se le ha asociado un papel activador sobre la ruta 
en algunos trabajos (Hilioti et al, 2004; Liu et al, 2009b). Se ha sugerido 
que su acción represora o activadora podría estar modulada por 
mecanismos de fosforilación. Además, la expresión de RCAN1 es 
regulada positivamente a nivel transcripcional por la actividad de la CN 
(Yang et al, 2000). 
 
1.6.2 Inhibidores exógenos 
o Naturales 
 Ciclosporina A y FK506 
La CsA es un endecapéptido cíclico hidrofóbico aislado del hongo 
Hypocladium inflatum gams y FK506 es un trieno macrocíclico aislado de 
la bacteria Streptomyces tsukubaensis. Ambos compuestos presentan 
una fuerte acción inmunosupresora, y se han utilizado en clínica para 
evitar el rechazo en pacientes trasplantados y para el tratamiento de 
enfermedades inflamatorias como la psoriasis o la dermatitis atópica(Fry, 
1992; Lee et al, 2004; Niven & Argyros, 2003; Tedesco & Haragsim; 
Tugwell et al, 1995). 
Por su naturaleza hidrofóbica, estos compuestos son capaces de 
atravesar la membrana celular, y una vez en el citoplasma, se unen a 
proteínas inmunofilinas (CypA o FKBP). Los complejos droga 
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inmunosupresora-inmunofilina (IS-IP), CsA-CypA y FK506-FKBP12, pero 
no las drogas en solitario, se unen a la CN en sitios diferentes pero 
solapantes y que también coinciden con el dominio de unión del motivo 
LxVP de NFAT. Los complejos IS-IP compiten con los sustratos de la CN 
que contienen un sitio de unión del tipo LxVP y, aunque esto per se 
explicaría la acción inhibidora de las drogas inmunosupresoras, no se 
descarta que además, los complejos IS-IP impidan el acceso de los 
sustratos al sitio activo de la enzima por impedimento estérico (Rodriguez 
et al, 2009; Schreiber & Crabtree, 1992). 
Se han descrito numerosos efectos secundarios asociados al uso 
clínico de estas drogas, entre ellos una fuerte toxicidad en riñón, hígado y 
el sistema nervioso, hipertensión arterial, susceptibilidad a infecciones 
oportunistas, trastornos gastrointestinales y a largo plazo la aparición de 
linfomas. Esto puede deberse a acciones de la CsA y el FK506 
independientes o dependientes de su acción sobre la CN. Se sabe que 
estas drogas afectan otras rutas de señalización y además interfieren con 
la actividad prolil-isomerasa de las inmunofilinas a las que se unen (Kiani 
et al, 2000; Martinez-Martinez & Redondo, 2004; Matsuda et al, 2000). 
 Proteína A238L del virus de la fiebre porcina africana 
El virus de la fiebre porcina africana (ASFV) codifica la proteína 
A238L como mecanismo de escape frente a la respuesta inmune del  
huésped. Esta proteína contiene dos dominios de unión a la CN, uno del 
tipo PxIxIT y otro del tipo LxVP, que le permiten interaccionar con la CN, 
competir con su unión a otros sustratos y por lo tanto bloquear su 
señalización (Grigoriu et al, 2013).  
o Sintéticos 
Se han generado diferentes compuestos con efecto inhibidor sobre 
la CN, entre ellos los análogos de la CsA o el FK506: ISAtx247 o L-
732,531; los inhibidores de otras fosfatasas y sus derivados: endotal, 
ácido ocadaico, FMPP o norcantaridin; y otros como INCA, PD144795, 
kaempferol o dibefurin. Sin embargo, la baja especificidad, las altas dosis 
requeridas o la citotoxicidad mostrada por alguno de ellos han impulsado 
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la búsqueda de alternativas más eficaces para la inhibición de la CN. En 
esta línea se han utilizado los péptidos basados en los motivos de 
interacción de NFAT con la CN, PxIxIT y LxVP, ofreciendo resultados 
prometedores (Sieber & Baumgrass, 2009). 
 VIVIT 
El péptido VIVIT (MAGPHPVIVITGPHEE), logrado por mejora del 
motivo PxIxIT de NFAT, es capaz de inhibir la interacción de la CN con 
NFAT (Aramburu et al, 1999). Consecuentemente, este péptido inhibe la 
desfosforilación y traslocación de NFAT al núcleo y la transcripción 
génica dependiente de él. Sin embargo, el péptido VIVIT no afecta a la 
actividad fosfatasa de la CN, por lo que sólo tendría efecto inhibidor 
sobre los sustratos que contuvieran una secuencia funcional similar al 
motivo PxIxIT. Su mecanismo de acción es independiente de las 
inmunofilinas y por lo tanto más específico que el de los 
inmunosupresores CsA y FK506. De hecho, el efecto beneficioso del 
péptido VIVIT se ha comprobado in vivo en diferentes contextos 
patológicos como en colitis, hipertrofia cardiaca, restenosis o  
aterosclerosis (Elloumi et al, 2012; Yu et al, 2007). 
 LxVP 
El péptido LxVP (DQYLAVPQHPYQWAK) inhibe in vitro la actividad 
fosfatasa de la CN y su interacción con NFAT (Martinez-Martinez et al, 
2006; Rodriguez et al, 2009). En las células, LxVP inhibe la 
desfosforilación e importación de NFAT al núcleo afectando por tanto la 
transcripción de genes dependientes de este factor de transcripción. Al 
igual que el péptido VIVIT, LxVP inhibe la CN independientemente de las 
inmunofilinas y por lo tanto, su uso podría evitar numerosos efectos 
secundarios dependientes de los complejos IS-IP. En este contexto, 
nuestro grupo ha descrito recientemente la acción anti-inflamatoria de 
este péptido in vivo en un modelo de aneurisma aórtico abdominal en 
ratón (Esteban et al, 2011). 
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 AID  
Diversos péptidos basados en el dominio autoinhibidor de la CN 
(AID424-521) inhiben su actividad fosfatasa al impedir el acceso de los 
sustratos al centro catalítico de la enzima. Estos péptidos son capaces 
de inhibir in vitro la actividad fosfatasa de la CN sobre los fosfopéptidos 
RII y pNPP (Martinez-Martinez et al, 2006; Rodriguez et al, 2009; Sieber 
& Baumgrass, 2009). 
 
1.7 Papel fisiológico y fisiopatológico de la calcineurina 
La función de la CN está ligada a la función de los sustratos a los que 
desfosforila. No obstante, también se le ha atribuido un posible papel como 
proteína de anclaje (“scaffold”) que sería independiente de su actividad 
fosfatasa (Kang et al, 2007). El uso de la CsA y el FK506, y posteriormente la 
generación de ratones que sobreexpresan o son deficientes en la CN ha 
permitido el estudio de su función en procesos como la regulación de la función 
neuronal, cardiaca y pancreática, la endocitosis, la apoptosis, la angiogénesis, 
el desarrollo y regulación del sistema inmune y el desarrollo muscular 
(Aramburu et al, 2004; Wu et al, 2007). De este modo, la expresión ubícua o en 
el corazón de una forma constitutivamente activa de la CN (caCN) induce 
hipertrofia cardiaca y muerte súbita por insuficiencia cardiaca en un modelo de 
ratón (Dong et al, 2003; Molkentin et al, 1998). La sobreexpresión de la caCN 
en las células β-pancreáticas provoca hiperglicemia, secreción alterada de 
insulina y una disminución de la masa de células β-pancreáticas total (Bernal-
Mizrachi et al, 2010); en el hipocampo induce fallos en la memoria espacial 
(Mansuy et al, 1998); y en el músculo esquelético aumenta la oxidación de 
lípidos, suprime la de la glucosa  e incrementa la incorporación de glucosa en 
el glucógeno (Long et al, 2007).  
Los ratones deficientes en la CN se han generado delecionando 
alternativamente sus dos subunidades, la CnA y la CnB. En el caso de la CnB1, 
su deleción supone una pérdida global de la actividad CN, ya que imposibilita la 
formación del heterodímero con la CnA. Los ratones mutantes o deficientes en 
la CnB1 de manera constitutiva y ubicua presentan anormalidades en el 
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desarrollo vascular y mueren durante el desarrollo embrionario (Graef et al, 
2001). Con el fin de permitir el estudio del papel de la CN en estadios 
postnatales se han generado ratones deficientes en la CnB1 de manera 
inducible y específica de tejido. Así, su deleción en el lóbulo frontal del cerebro, 
ocasiona defectos en el aprendizaje y la memoria (Zeng et al, 2001); en el 
mesénquima del tracto urinario en desarrollo causa nefropatía obstructiva 
congénita (Chang et al, 2004); en las células β-pancreáticas induce diabetes 
dependiente de la edad (Heit et al, 2006); y en los osteoblastos provoca un 
aumento en la masa ósea (Yeo et al, 2007). También se han generado ratones 
deficientes en la CnAα o la CnAβ, en los cuales la presencia de una de las 
isoformas de la CnA es suficiente para evitar la letalidad embrionaria. Los 
ratones deficientes en la CnAα de manera ubicua presentan alteraciones 
musculares (Parsons et al, 2003) y defectos en el desarrollo y maduración de 
los riñones (Gooch et al, 2004). Los ratones deficientes en la CnAβ tienen 
reducido el tamaño del corazón (Bueno et al, 2002b), presentan defectos en la 
función cardiaca (Bueno et al, 2004) y alteraciones musculares (Parsons et al, 
2003).  
La CN, además de estar involucrada en todos estos procesos biológicos, ha 
sido ampliamente estudiada en el desarrollo y mantenimiento del sistema 
inmune. En esta tesis, se estudia una nueva función de la CN en el sistema 
inmune y en inflamación por lo que, a continuación, se profundizará en los 
estudios previos relacionados con la función de la CN en diferentes mediadores 
celulares de la respuesta inflamatoria. 
1.8 Papel de la calcineurina en el desarrollo y homeostasis del 
sistema  inmune. 
El uso de las drogas inmunosupresoras CsA y FK506, así como el 
análisis de los ratones transgénicos de la CN, han revelado un papel 
fundamental de esta fosfatasa en el desarrollo y homeostásis del sistema 
inmune. Así, se ha visto que la deleción ubícua de la CnAβ, la isoforma 
predominante en el sistema inmune, provoca una disminución del número de 
células CD3+, CD4+ y CD8+ así como apoptosis espontánea y defectos en 
proliferación, maduración y producción de IL2 en células T (Bueno et al, 2002a; 
Manicassamy et al, 2008). Estos animales, por el contrario, no presentan 
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defectos en la maduración y función de las células B. La deleción ubícua de 
CnAα provoca defectos en la respuesta T a antígenos proteicos, sin embargo, 
no tiene ningún efecto en el desarrollo de los linajes B y T y tampoco afecta su 
respuesta a mitógenos ni la proliferación o secreción de IL2 o IL4 (Zhang et al, 
1996). En este caso se cree que la CnAβ podría estar compensando la 
ausencia de CnAα. La deleción específica de la CnB1 en células T induce 
defectos en su desarrollo y en la selección positiva, mientras que no afecta a la 
selección negativa (Neilson et al, 2004). Su deleción específica en células B 
ocasiona defectos en el desarrollo de las células B1, un incremento en los 
niveles de IgM en el suero, una exacerbación de las respuestas T-
independientes de tipo I y defectos en las respuestas T- dependientes (Winslow 
et al, 2006). Por otro lado, la sobreexpresión de la caCN en células T 
periféricas y timocitos causa un bloqueo en las primeras fases del desarrollo de 
los timocitos. Además hace a estos y a las células T maduras más sensibles a 
la estimulación por el TCR y por lo tanto provoca un aumento en la selección 
positiva (Hayden-Martinez et al, 2000).  
 La mayoría de estudios se han focalizado en el análisis de la función de 
la CN en células y mediadores de la respuesta inmune adaptativa, sin 
embargo, no se ha profundizado en su papel en el desarrollo y homeostasis del 
sistema inmune innato. En los últimos años, varios estudios han evidenciado la 
importancia de esta ruta de señalización en las células dendríticas, los 
macrófagos, los neutrófilos, los mastocitos, los basófilos, los eosinófilos, los 
megacariocitos, los osteoclastos y las células NK (Fric et al, 2012). Así, se ha 
descrito que la ruta CN/NFAT regula la  producción de citocinas y otros 
mediadores inflamatorios en varios de estos tipos celulares. Además, CN/NFAT 
modulan  otros procesos como la maduración, activación y supervivencia de las 
células dendríticas (Jennings et al, 2009; Zanoni et al, 2009), la activación y 
supervivencia de los mastocitos (Kitaura et al, 2000; Walczak-Drzewiecka et al, 
2008) la degranulación y supervivencia de los eosinófilos (Jinquan et al, 1999; 
Meng et al, 1997), la diferenciación de los megacariocitos y los osteoclastos 
(Kiani et al, 2007; Koga et al, 2005) o la citotoxicidad y proliferación de las 
células NK (Dybkaer et al, 2007; Kim et al, 2010). 
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Los macrófagos han sido el objeto de estudio de este proyecto de tesis y 
por ello, a continuación, se detallarán las funciones descritas para la CN en 
este tipo celular y se profundizará en su biología y funciones como mediadores 
de la respuesta inmune innata. 
1.9 Papel de la calcineurina en los macrófagos 
La función de la ruta CN/NFAT en los macrófagos no se estudió en 
profundidad hasta finales de los años noventa. El reducido número de trabajos 
que analizaron el efecto de la CsA y el FK506 en macrófagos confirmaron que 
además de por su efecto en linfocitos, la acción inmunosupresora de estas 
drogas podría explicarse por su acción en otros tipos celulares (Burkart et al, 
1992).  En estudios en los que se han utilizado estas drogas o estrategias 
alternativas de pérdida o ganancia de función de la CN en los macrófagos, se 
muestra que esta fosfatasa regula la expresión de citocinas como IL6, IL10, 
IL12 o TNF (Elloumi et al, 2012; Fric et al, 2012; Liu & Abraham, 2013; 
Minematsu et al), la expresión del factor tisular (TF) tras la estimulación con 
lipopolisacárido (LPS) (Holschermann et al, 1996), la eliminación de patógenos 
por degradación en lisosomas (Jayachandran et al, 2007), la señalización 
mediada por TLR y la respuesta inflamatoria inducida por LPS (Jennings et al, 
2009; Kang et al, 2007). 
2-Los macrófagos 
Los macrófagos constituyen la primera línea de defensa celular del 
organismo ante un agente inflamatorio. Estas células son componentes clave 
de la respuesta inmune innata cuya misión es actuar como barrera para la 
entrada de cualquier sustancia extraña al organismo. Los macrófagos 
presentan en su membrana una gran variedad de receptores que tienen, entre 
otras, la función de reconocer al agente extraño y fagocitarlo para su 
eliminación. Tras este reconocimiento, el macrófago se activa e induce la 
secreción de sustancias citotóxicas, citocinas y quimioquinas, que destruyen al 
patógeno y provocan la activación y reclutamiento de otras células inflamatorias 
necesarias para su completa eliminación. A su vez, los macrófagos están 
implicados en la activación de la respuesta inmune adaptativa mediante la 
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presentación de antígeno a los linfocitos T y B. Además de su función de 
defensa frente a agentes nocivos externos, los macrófagos también 
contribuyen al mantenimiento y reparación tisular eliminando células muertas y 
restos celulares (Wynn et al, 2013). 
2.1 Papel fisiológico y fisiopatológico de los macrófagos 
Los macrófagos son mediadores clave de las respuestas inflamatorias, 
contribuyen al mantenimiento de la homeostasis tisular y regulan los procesos 
metabólicos (Murray & Wynn, 2011). Durante la fase aguda de la inflamación 
contribuyen al ambiente pro-inflamatorio secretando citocinas y quimioquinas 
que modulan de manera autocrina su función y de manera paracrina la de otros 
tipos celulares. Los macrófagos participan en el desarrollo de diferentes 
enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la artritis reumatoide (Gierut 
et al, 2010; Kinne et al, 2000; Kinne et al, 2007; Maruotti et al, 2007), la 
aterosclerosis (Johnson & Newby, 2009; Moore & Tabas, 2011) el asma 
(Balhara & Gounni, 2012), el infarto de miocardio (Lambert et al, 2008) o la 
resistencia a la insulina de los adipocitos de individuos obesos (Kanda et al, 
2006; Lumeng et al, 2007). Sin embargo, los macrófagos también tienen 
propiedades inmunoreguladoras, y promueven la resolución de la inflamación y 
el mantenimiento de la homeostasis tisular (Mosser & Edwards, 2008; Murray & 
Wynn, 2011; Pollard, 2009). Así, en el tejido adiposo de individuos no obesos, 
los macrófagos secretan citocinas anti-inflamatorias que evitan la disfunción de 
los adipocitos,  y también modulan el metabolismo de los lípidos, contribuyendo 
a la lipólisis y evitando la acumulación de grasa en el hígado (Lumeng et al, 
2007; Wu et al, 2011; Wynn et al, 2013); en los tejidos embrionarios, los 
macrófagos, además de eliminar células apoptóticas, ejercen una función 
trófica que favorece el desarrollo y crecimiento de las diferentes estructuras 
(Rae et al, 2007); además, los macrófagos pueden secretar factores 
proangiogénicos y profibróticos que promueven la reparación tisular tras un 
daño, como por ejemplo durante un infarto de miocardio (Nahrendorf et al, 
2010) o la cicatrización de heridas (Brancato & Albina, 2011; Lucas et al, 2010). 
También se ha descrito que los macrófagos, a través de la fagocitosis de 
eritrocitos senescentes, contribuyen al reciclado y homeostasis del hierro 
(Hentze et al, 2004). 
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2.2 Polarización de los macrófagos 
Los macrófagos pueden presentar propiedades pro o anti-inflamatorias y de 
destrucción o reparación tisular según el contexto. Esta variedad funcional se 
debe a que son células plásticas que adaptan de manera continua y reversible 
su actividad en respuesta a estímulos externos (Sica & Mantovani, 2012). 
Utilizando ensayos in vitro, se ha establecido una clasificación simplificadora de 
los macrófagos en dos polos fenotípicos que son los extremos de esta 
adaptación contínua, denominados macrófagos M1 (activados por la vía 
clásica), y macrófagos M2  (activados por la vía alternativa). Se denominan M1 
a aquellos macrófagos estimulados in vitro con productos microbianos como 
LPS, con IFNγ o con ciertas citocinas como GMCSF o TNF. Se caracterizan 
por su actividad pro-inflamatoria y por contribuir al establecimiento de las 
respuestas de los linfocitos T de tipo Th1. Estas células tienen además las 
siguientes características fenotípicas: secretan grandes cantidades de i) 
citocinas pro-inflamatorias como IL6, IL12, IL23, TNF o IL1, ii)  quimioquinas 
como CXCL10, 11 y 12, CCL2, 3, 4 y 5, iii) especies reactivas de oxígeno, 
óxido nítrico e intermediarios de nitrógeno; expresan altos niveles de la enzima 
inducible óxido nítrico sintasa (iNOS) y receptores de quimioquinas como 
CCR7. Por otro lado, se denominan genéricamente M2  a los macrófagos 
estimulados in vitro con una combinación de IL4 e IL13, con inmunocomplejos 
más ligandos de TLR o del receptor de IL1 (IL1R) o con IL10. En general estas 
células se caracterizan por la secreción elevada de IL10, una baja expresión de 
IL12 e IL23, la expresión de receptores “scavenger”, de receptores de manosa 
y galactosa y de la enzima arginasa 1 (Arg1). Por tanto, los macrófagos M2 son 
considerados anti-inflamatorios, participan en las respuestas de tipo Th2 y 
ejercen funciones inmunoreguladoras, de remodelado y reparación tisular y 
contribuyen a la eliminación de parásitos. Aunque todos ellos presentan 
propiedades anti-inflamatorias, la expresión de receptores de membrana, 
citocinas, quimioquinas, y moléculas efectoras difiere dependiendo del estímulo 
utilizado para su polarización. Siguiendo este criterio, se han subclasificado los 
macrófagos de tipo M2 en tres categorías M2a (IL4+IL13), M2b 
(inmunocomplejos + ligandos de TLR o IL1R) y M2c (IL10) cuyas 
particularidades se resumen en la figura 4 (Biswas & Mantovani, 2010; 
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Gordon, 2003; Gordon & Martinez, 2010; Mantovani et al, 2009; Martinez et al, 
2009; Mosser & Edwards, 2008). 
 
 
Figura 4 Clasificación del fenotipo de los macrófagos según el estímulo polarizante. 
(Adaptada de Mantovani et al, 2004). En rojo se representa el fenotipo pro-inflamatorio 
(M1) y en azul los fenotipos anti-inflamatorios (M2a, M2b y M2c). En la figura se muestran 
algunos de los marcadores diferenciales de cada fenotipo. IC: InmunoComplejos; IRO: 
Intermediarios Reactivos del Oxígeno; IRN, Intermediarios Reactivos del Nitrógeno; RM: 
Receptor de Manosa; RS: Receptores Scavenger. 
 
La complejidad del contexto inflamatorio in vivo, en el cual existe una 
mezcla de múltiples citocinas, mediadores y tipos celulares, junto con estudios 
que muestran la existencia de fenotipos alternativos a los mencionados, hace 
cuestionar esta clasificación dicotómica tan simplificadora. Así, se ha propuesto 
recientemente el modelo de espectro para la activación de los macrófagos, que 
recogería un amplio abanico de fenotipos diferentes caracterizados por un 
patrón de expresión génica particular y dependiente del estímulo activador (Xue 
et al, 2014). Se conoce que la polarización de los macrófagos ocurre in vivo, 
tanto en situaciones fisiológicas (Ej: la embriogénesis y el mantenimiento de la 
homeostasis en el tejido adiposo), como en situaciones patológicas (Ej: la 
resolución de un proceso inflamatorio o el cáncer) (Murray & Wynn, 2011). Sin 
embargo, más estudios son necesarios para esclarecer en detalle los 
mecanismos de polarización in vivo. 
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2.2.1 Rutas de señalización implicadas en la polarización de los 
macrófagos 
 El conocimiento sobre las rutas de señalización implicadas en la 
polarización de los macrófagos hacia M1 o M2 es escaso. Se han identificado 
varias familias de factores de transcripción que determinan, en respuesta a 
estímulos polarizantes externos, el destino funcional del macrófago. Entre ellas 
se encuentran: STAT, IRF, PPAR, NFB, KLF, CREB, C/EBP o MAPK. Dentro 
de una misma familia, algunos miembros activan la transcripción de genes 
propios de la polarización hacia M1 por ejemplo NFB (p50-p65), STAT1, IRF3 
o IRF5 mientras que otros activan la de genes propios de la polarización hacia 
M2, NFB (p50-p50), STAT3, STAT6 o IRF4. Además, algunos de estos 
factores actúan a su vez inhibiendo la transcripción de genes de la polarización 
opuesta (Lawrence & Natoli, 2011). 
Además de estos factores de transcripción, otros mediadores han sido 
relacionados con la polarización de los macrófagos hacia M1 o hacia M2. La 
familia de proteinas SOCS ha sido relacionada con la expresión de Arg1, 
marcador de polarización hacia M2 en ratón. En particular, se cree que es 
determinante el balance entre SOCS1 y SOCS3, de modo que altos niveles de 
SOCS1 inducirían la expresión de Arg1 (Qin et al, 2012; Spence et al, 2013). 
Por otro lado, las proteínas Akt se han involucrado en la polarización hacia 
ambos extremos. Mientras que la eliminación de Akt1 dirige al macrófago hacia 
un fenotipo M1, la eliminación de Akt2 lo dirige hacia M2 (Arranz et al, 2012). 
En el proceso de polarización de los macrófagos se han identificado otros 
niveles de regulación. Por ejemplo, se han descrito mecanismos epigenéticos 
de regulacion mediados por la demetilasa de histonas Jmjd3, que facilita la 
transcripción de genes M2 inducidos por IL4-STAT6, como Arg1, Ym1, Mrc1 o 
Fizz1(Satoh et al, 2010). También se ha descrito que el macrófago sufre una 
reconfiguración metabólica durante el proceso de polarización y se ha 
identificado a la quinasa de sedoheptulosa CARKL como modulador clave del 
metabolismo de los carbohidratos (Haschemi et al, 2012). Se han identificado, 
además, varios microARN regulados diferencialmente según el estímulo 
polarizante, entre ellos miR155, miR223 o miR-125b (Liu & Abraham, 2013). 
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- Señalización mediada por las MAPKs en la polarización de los 
macrófagos. 
Los macrófagos presentan en su superficie celular una variedad de 
proteínas receptoras capaces de reconocer patrones moleculares asociados 
a patógenos (PAMPs), como los lipopolisacáridos bacterianos (LPS), los 
peptidoglicanos o algunas variantes de los ácidos nucleicos entre otros.  
Este reconocimiento conlleva la activación de la señalización mediada por 
las MAPKs (JNK, ERK y p38) la cual se ha implicado en los procesos de 
proliferación, activación, apoptosis y diferenciación de los macrófagos (Rao, 
2001). La cinética de activación de las MAPK y la co-activación de otros 
mediadores determinan la dirección del macrófago hacia uno de estos 
procesos, y por tanto son factores clave para orquestar las respuestas 
inflamatorias (Comalada et al, 2012; Valledor et al, 2000; Xaus et al, 2001).  
La activación de la señalización mediada por MAPKs ha sido relacionada 
con la producción de citocinas y mediadores pro-inflamatorios (Carter et al, 
1999; Rao, 2001) y por tanto con una activación clásica de los macrófagos. 
Sin embargo, varios trabajos han asociado también la activación de p38, 
ERK o JNK con la inducción de un fenotipo anti-inflamatorio. En particular, la 
activación de p38α por PAMPs induce la producción de TNFα, IL1 o IL6 y 
también la de otros mediadores inflamatorios como iNOS o COX2. La 
participación de la p38 en la activación clásica o M1 de los macrófagos se ha 
evidenciado con el estudio de ratones deficientes en la p38α en macrófagos. 
Estos ratones presentan defectos en la respuesta a LPS y producen niveles 
más bajos de citocinas pro-inflamatorias que los ratones silvestres (Kang et 
al, 2008). Además, la hiperactivación de la p38 que tiene lugar en 
macrófagos deficientes en MSK1 y MSK2 conlleva una elevada producción 
de citocinas pro-inflamatorias (IL12 e IL6) y una reducción en la anti-
inflamatoria  IL10 (Ananieva et al, 2008). Sin embargo, otros estudios 
sugieren que la p38 tiene un papel en la polarización de los macrófagos 
hacia un fenotipo anti-inflamatorio. Por ejemplo, la deleción en los 
macrófagos de la fosfatasa de la p38, MKP-1, provoca la hiperactivación de 
la p38 y un aumento en la producción de IL10, que posteriormente regula 
negativamente la expresión de citocinas pro-inflamatorias como TNF(Chi 
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et al, 2006). En la misma línea, en un modelo de inflamación en piel, la p38 
de los macrófagos regula negativamente la activación vascular a través de la 
modulación de genes anti-inflamatorios como IL10 o MKP-1 (Kim et al, 
2008). Se ha descrito también que, tras la aparición de una herida, la 
activación de la p38 induce en los macrófagos un fenotipo anti-inflamatorio 
que permite una correcta reparación tisular (Perdiguero et al, 2011). 
Además, IL13 induce la expresión de genes M2 a través de la activación de 
p38 (Bhattacharjee et al, 2011) y los macrófagos asociados a tumores 
(TAMs), con características de macrófago anti-inflamatorio, tienen activada 
la ruta de p38 (Tjiu et al, 2009). 
La MAPK ERK se activa en respuesta a estímulos pro-inflamatorios 
como LPS o IFN(Rao, 2001)pero también hay estudios que asocian su 
activación a la aparición de propiedades anti-inflamatorias en los 
macrófagos. Por ejemplo se ha visto que la estimulación de FcR por 
inmunocomplejos conlleva la activación de ERK, que induce modificaciones 
en la cromatina en la región del gen de la IL10 y aumenta la accesibilidad de 
factores involucrados en su transcripción (Lucas et al, 2005). Otro estudio 
muestra que, la estimulación de los macrófagos con IL4, conlleva un 
aumento en los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS), que 
promueven la activación de ERK necesaria para la diferenciación hacia un 
fenotipo M2 (Zhang et al, 2013). Además, se ha descrito que la captación por 
parte de los macrófagos del complejo formado entre el componente amiloide 
P del suero (SAP) en ratón y el ADN derivado de linfocitos activados (ALD 
DNA) activa ERK a través de PI3K/Akt resultando en la aparición de un 
fenotipo M2 en los macrófagos (Zhang et al, 2013).  
En relación a JNK, su activación está relacionada con la polarización de 
los macrófagos hacia un fenotipo pro-inflamatorio M1. En particular se ha 
descrito que JNK es necesaria para la polarización a M1 que ocurre en los 
macrófagos que infiltran la grasa de ratones obesos y también para la 
aparición de la resistencia a la insulina asociada a la obesidad (Lumeng et 
al, 2007). La deleción de JNK en los macrófagos aumenta la expresión de 
marcadores de diferenciación M2 y remedia esta resistencia a la insulina 
(Han et al, 2013). Sin embargo, existe también un estudio que muestra que, 
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el estrés del retículo endoplasmático, provoca la activación de JNK e induce 
un fenotipo M2 en los macrófagos (Oh et al, 2012). 
 
En conjunto, la información sobre el papel de las MAPKs en el proceso 
de polarización de los macrófagos es escasa y discordante. Esto evidencia 
la complejidad del proceso de polarización y la existencia de una fina 
regulación de la señalización implicada en los cambios fenotípicos de los 
macrófagos. 
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La identificación de la CN como la diana de las drogas inmunosupresoras 
CsA y FK506 ha permitido utilizar estas drogas para el estudio de la función de 
dicha fosfatasa en numerosos aspectos de la respuesta inflamatoria. Sin 
embargo, la mayoría de trabajos se han centrado en analizar el papel de la CN 
en células T y es escasa la información sobre su función en células del sistema 
inmune innato como los macrófagos. Además, se sabe que CsA y FK506 
pueden actúar sobre dianas celulares distintas a la CN, lo que puede mediar 
algunos de los efectos secundarios producidos por su uso continuado en 
pacientes. Por ello, en este trabajo, nos propusimos los siguientes objetivos: 
 
 
- Estudiar la función de la CN en el establecimiento y progresión de la 
respuesta inflamatoria. 
- Estudiar el potencial terapéutico del péptido inhibidor de la CN, LxVP, en 
enfermedades inflamatorias y autoinmunes. 
- Evaluar las ventajas de la inhibición específica de la CN mediante el 
péptido LxVP frente al uso de los inhibidores convencionales CsA y 
FK506. 
- Estudiar el papel de la CN en la función de los macrófagos en contextos 
inflamatorios. 
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Animales 
Para los estudios de artritis inducida por colágeno, se utilizaron ratones de la cepa 
DBA1J (Charles River) de 7 a 10 semanas de edad. Para el análisis de la actividad 
NFAT en macrófagos, se utilizaron ratones transgénicos (NFAT Luc), proporcionados 
por el Prof. Jeffery Molkentin, que expresan la enzima luciferasa bajo el control  de un 
elemento regulador compuesto por el promotor mínimo del gen de la cadena pesada 
de la miosina alpha, junto con nueve copias del sitio de unión al ADN de NFAT 
(derivado del promotor de la interleuquina 4). Los ratones deficientes en la CN en 
macrófagos se obtuvieron por cruce entre ratones CnB1flox/Δ (proporcionados por el 
Prof.Gerald Crabtree) y ratones que expresan la recombinasa CRE bajo la regulación 
del promotor de la lisozima M (LysMCre Rosa 26 YFP). Los ratones MKK3-/-6+/-, que 
presentan un defecto en la activación de p38 MAPK por ausencia total o parcial de 
MKK3 y 6 respectivamente, fueron proporcionados por la Dra. Guadalupe Sabio. Los 
ratones deficientes en MKP-1 fueron proporcionados por la Dra. Rosario Perona. 
Todos los ratones se mantuvieron en las instalaciones del CNIC en un ambiente libre 
de patógenos, con ciclos de luz y oscuridad, temperatura y humedad regulados según 
la normativa europea para el cuidado animal (EU Directive 2010/63EU and 
Recommendation 2007/526/EC) y alimentados ad libitum. 
Lentivirus  
Los péptidos LxVP, su versión mutada AxAA y VIVIT se clonaron fusionados a la 
proteína fluorescente verde (GFP) en el vector lentiviral pHRSIN bajo la regulación del 
promotor SFFV (spleen focus-forming virus). La construcción lentiviral que codifica la 
recombinasa Cre fue generada por clonaje del cDNA de dicha recombinasa, obtenido 
por PCR, en el mismo vector lentiviral pHRSIN. Las construcciones lentivirales 
codificando la luciferasa (Garaulet et al, 2012) y la MKK6 constitutivamente activa 
(MKK6E) también fueron generadas en un esqueleto pHRSIN que en este caso 
además, codifica la proteína fluorescente verde (GFP) bajo la regulación de una región  
IRES. 
La producción de sobrenadantes enriquecidos en partículas lentivirales se realizó por 
transfección transitoria de HEK293T por el método del fosfato cálcico (Rodriguez and 
Flemington). Las células HEK293T se plaquearon en placas de 150 mm de diametro a 
una confluencia del 30% y con 20 ml de medio DMEM suplementado con 10% de 
suero fetal bovino, 2mM de L-glutamina y 100U/ml de penicilina y estreptomicina 
(medio completo). Una vez adheridas a la placa se co-transfectaron con i) el plásmido 
pMD2G que codifica la glicoproteína de la envuelta viral VSV-G (vesicular stomatitis 
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virus-G) (Addgene plasmid 12259), ii) el plásmido 8.9 que codifica los genes gag, pol y 
rev y iii) el vector lentiviral codificante de la proteína o el péptido de interés. Para la 
transfección, se mezclaron 36,25 µg del DNA lentiviral de interés, 27,5 µg del plásmido 
8.9 y 11 µg del plásmido pMD2G en 1250µl de HBS (HEPES, NaCl, Dextrosa, KCl, 
Na2HPO4). A continuación se añadieron 75 µl de CaCl2 2.5M y se mezclaron con 
ayuda de un vórtex. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 15 minutos 
y se añadió gota a gota sobre las células HEK293T. Transcurridas 16 horas se cambió 
el medio de cultivo a 12,5 ml de DMEM completo fresco y se mantuvieron a 37ºC y 5% 
de CO2. A las 48 y 72 horas tras la transfección se recogieron los medios de cultivo y 
se concentraron por ultracentrifugación (Beckman) durante 2 horas a 26.000rpm y 4ºC. 
Los sedimentos con los lentivirus, obtenidos tras la ultracentrifugación, se 
resuspendieron en PBS y se congelaron a -80ºC para su conservación. La titulación de 
los sobrenadantes lentivirales se realizó por infección en la línea de células T, Jurkat. 
Se plaquearon 5x104 Jurkat por pocillo de p96 en 100l de medio RPMI completo, y se 
añadieron 1l, 0,1l ó 0.01l de los sobrenadantes lentivirales. Tras 5 horas de 
incubación a 37ºC y 5% de CO2, centrifugamos la placa, retiramos el medio de cultivo y 
añadimos 100l de medio RPMI nuevo. Las células se incubaron toda la noche a 37ºC 
y 5% de CO2 y a continuación se analizó la expresión de GFP por citometria de flujo. 
Para el cálculo del título de los sobrenadantes lentivirales (Unidades infectivas/ml), 
asumimos que en el caso de la infección con 0,01l de los mismos, cada célula GFP 
positiva ha sido transducida por una sola partícula viral. De este modo, el número de 
células GFP positivas puede equipararse al número de partículas virales presentes en 
el sobrenadante lentiviral. 
Aislamiento y cultivo de macrófagos  
Los macrófagos peritoneales se obtuvieron por lavado de la cavidad peritoneal 
con 2x10 ml de PBS tres días después de la inyección de 2,5 ml de tioglicolato (Difco) 
al 3% o cinco días después de la inyección de concentrados lentivirales. Los exudados 
peritoneales se centrifugaron a 1.200rpm durante 5 min, y se plaquearon 2,5 x 106 
células por pocillo de 35 mm en 2 ml de medio AlphaMEM completo. Al día siguiente, 
se lavaron las células con PBS para eliminar los tipos celulares no adherentes y se 
añadió medio completo nuevo. Las células se mantuvieron en cutlivo a 37ºC y 5% de 
CO2. 
Los macrófagos derivados de la médula ósea se obtuvieron a partir de 
homogeneizados de células extraidas de las tibias y los fémures de ratones. Los 
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huesos se cortaron en sus extremos y se inyectó PBS suplementado con 5% de suero 
fetal bovino para extraer las células de su interior. Las células se centrifugaron a 1.200 
rpm durante 5 min, y se lisaron los eritrocitos resuspendiendo unos segundos el 
sedimento celular en agua destilada. Las células se cultivaron en medio AlphaMEM 
completo complementado con HEPES (10mM) y β-mercaptoetanol (50µM) y en 
presencia de SCF, GMCSF e IL3 (Peprotech) para expandir las células progenitoras. 
Al día siguiente, recogimos las células en suspensión y las mantuvimos con el mismo 
cocktail de citocinas ya mencionado durante dos días más. Durante los siguientes 5 
días, las células se cultivaron en medio completo con MCSF (Peprotech) para 
diferenciar los progenitores a macrófagos.  
Transducción lentiviral de macrófagos 
Para transducir los macrófagos primarios de ratón in vitro, se plaquearon 2,5x106 
células peritoneales en placas de 35 mm de diámetro con 2 ml de medio AlpaMEM 
completo. Al día siguiente, se cambió el medio de cultivo por 1 ml de medio completo 
nuevo y se añadieron 30 µl del correspondiente sobrenadante lentiviral concentrado. A 
las 48 horas, se cambió el medio y se mantuvieron en cultivo durante tres días más. 
Para transducir los macrófagos peritoneales in vivo, el concentrado lentiviral (300µl de 
un título 1-2x109TU/ml) se inyectó i.p. en los ratones y cinco días después se 
extrajeron los exudados peritoneales. 
Artritis inducida por colágeno (CIA) y tratamientos lentivirales 
Los ratónes DBA1J machos de 7 a 10 semanas de edad fueron inyectados 
subcutáneamente en la base de la cola a día 0 y 21 con 200 µg de colágeno tipo II de 
pollo (Sigma) emulsionado 1:1 (v/v) en adyuvante completo de Freund (Difco) con 10 
mg/ml de Mycobacterium tuberculosis (Difco). Aproximadamente a día 28, los primeros 
síntomas de la enfermedad se empiezan a evidenciar en las extremidades traseras y 
delanteras del ratón. La severidad de la enfermedad fue valorada por dos 
examinadores independientes basándose en una escala de 0 a 4 en la que 0 
correspondería a una extremidad sin síntomas de artritis y 4 a una extremidad con 
gran afectación. La valoración del daño articular se realizó mediante la tinción 
tricrómica de Masson (Kit de tinción según Masson-Goldner, Merck) que tiñe de verde 
el hueso y el cartílago, de rojo el músculo y de morado los núcleos celulares. 
Estos ratones artríticos fueron inyectados subcutáneamente en la almohadilla plantar 
con 30 µl de sobrenadante lentiviral concentrado o i.p. con 300 µl. Los tratamientos 
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preventivos con el concentrado lentviral se realizaron 5 días antes de la primera 
sensibilización con colágeno o a día 20, mientras que los tratamientos terapéuticos se 
realizaron a día 28. 
Terapia celular 
Para los experimentos de terapia celular en el modelo de CIA, se inocularon 4x104 
macrófagos en cada almohadilla plantar del ratón receptor un día antes de la segunda 
inyección intradérmica de colágeno. Se transfirieron alternativamente macrófagos 
transducidos con los lentivirus LxVP o su versión mutada, o macrófagos deficientes en 
la CN. En este último caso, se extrajeron los macrófagos peritoneales de los ratones 
CnB1flox/Δ y, para inducir la deleción de la CN, se transdujeron ex vivo con lentivirus 
codificantes de la CRE recombinasa.  
Inflamación aguda inducida por zymosan 
Para inducir una respuesta inflamatoria aguda en las patas de ratón, inyectamos 
180 µg de zymosan (30 µl) en la almohadilla plantar de los animales. El stock de 
zymosan se preparó a 30 mg/ml en suero salino hirviendo dos veces y posteriormente 
sonicando. La solución de trabajo se preparó en suero salino o PBS a partir del stock. 
Al día siguiente de la inyección aparecen los síntomas inflamatorios. 
Hipersensibilidad por contacto inducida por oxazolona 
Los ratones se sensibilizaron en el abdomen con una solución de 2% 4-
ethoxymethyleno-2-phenyl-2-oxazolin-5-ona (oxazolona) (Sigma) en etanol absoluto. 
En los ensayos de migración in vivo, los macrófagos marcados con DIR se inyectaron 
i.p. 6 días después de la sensibilización, y 5 horas después, se indujo la 
hipersensibilidad en una de las orejas aplicando sobre ella 20 µl de oxazolona al 1% 
en etanol absoluto. En los ensayos realizados para determinar el efecto terapéutico de 
los lentivirus, estos se inyectaron i.p. a día 5 tras la sensibilización en el abdomen y al 
día siguiente se indujo la hipersensibilidad en una de las orejas. La inflamación se 
cuantificó a día 9 mediante la inyección i.p. de luminol (200 mg/Kg) (Sigma) y 
utilizando el equipo de imagen in vivo IVIS (Xenogen). El luminol, administrado i.p. en 
el ratón, reacciona con los aniones superóxido en una reacción catalizada por la 
enzima mieloperoxidasa, y también con el ácido hipocloroso resultante de la reacción 
catalizada por la misma enzima entre el peróxido de hidrogeno y los aniones cloruro 
(Figura 36). Como resultado de estas reacciones, se genera una señal luminosa 
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detectable y cuantificable por el equipo de imagen IVIS. De este modo, la detección de 
luz en una determinada localización del ratón revela la existencia de actividad 
mieloperoxidasa y, por lo tanto, es un indicador de la existencia de un foco 
inflamatorio. La señal luminiscente en los animales se analizó con el programa 
informático Living Image 3.1 
 
 
Figura 36 Esquema mostrando la reacción de 
oxidación del luminol catalizada por la enzima 
mieloperoxidasa (MPO).  
Citometría de flujo y sorting de células 
Los homogeneizados de células peritoneales se resuspendieron en PBS con 1% 
de BSA y 0,5% de EDTA y a continuación, 2x105 células en 100 µl se incubaron con el 
anticuerpo bloqueante del receptor de Fc (anti-CD32 o anti-FcRII) (BD Pharmingen) a 
una dilución 1:500 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las 
células se incubaron con los siguientes anticuerpos primarios acoplados a diferentes 
fluoroforos: anti-F4/80, anti-CD11b, anti-CD11c, anti-B220, anti-CD4, anti-CD8, anti 
CD25 o anti CD69 (BD Pharmingen), durante 30 minutos a 4ºC a una dilución 1:100. 
Para el marcaje con los anticuerpos anti Mrc1 (Serotec), anti SIGNR1 (Serotec) y anti 
MertK, se fijaron las células con formalina, se permeabilizaron con metanol y se 
incubaron con los anticuerpos primarios (1:100) a temperatura ambiente durante 1 
hora. Posteriormente, se lavó el exceso de anticuerpo primario y se incubaron las 
células con los anticuerpos secundarios correspondientes acoplados a diferentes 
fluoróforos (1:500) (15 minutos a 4ºC). Tras lavar el exceso de anticuerpo secundario, 
las células se analizaron por citometría de flujo (BD FACS Canto II). Los datos 
obtenidos se analizaron con el software FlowJo 1.6. 
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Las células GFP+ procedentes de los nódulos linfáticos o de los exudados peritoneales 
se separaron por FACS (BD FACS Aria II cell sorter). 
Extracción de ácidos nucleicos y PCR cuantitativa  
Para extraer ARN de los macrófagos, se lisaron utilizando el reactivo Tripure 
(Roche). Para la extracción de ARN de las patas del ratón, éstas se congelaron en 
nitrógeno líquido y se trituraron con ayuda de un mortero. El polvo resultante se 
resuspendió en el reactivo Tripure y se disgregó con ayuda del equipo MagNALyser 
(Roche). Una vez obtenidos los lisados, se extrajo el ARN siguiendo las instrucciones 
del fabricante del reactivo Tripure. El ARN se cuantificó utilizando el equipo Nanodrop 
y a partir de 2 µg se sintetizó ADN complementario (ADNc) por retro transcripción 
mediada por la enzima transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen).  Los niveles de los 
diferentes tránscritos se analizaron por PCR cuantitativa utilizando el sistema de 
análisis de expresión génica SYBR Green (Applied Biosystems) usando 50 ng de 
ADNc por reacción y los primers específicos para cada uno de ellos. 
Las secuencias de los oligos empleados fueron: 
Arg1:F:CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG;R:AGGAGCTGTCATTAGGGACATC;iNOS:
F:CAGCTGGGCTGTACAAACCTT;R:CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG;IL10:F:TGCTA
TGCTGCCTGCTCTTA;R:TCATTTCCGATAAGGCTTGG;Mrc1:F:ATGCCAAGTGGGA
AAATCTG;R:TGTAGCAGTGGCCTGCATAG;MCP1:F:CAGCCAGATGCAGTTAACGC;
R:GCCTACTCATTGGGATCATCTTG;RANTES:F:AGTGCTCCAATCTTGCAGTCG;R:
CACTTCTTCTCTGGGTTGGCA;CCL7:F:CACATTCCTACAGACAGCTC;R:AGCTACA
GAAGGATCACCAG;MIP1:F:ACTGCCTGCTGCTTCTCCTACA;R:AGGAAAATGACA
CCTGGCTGG;MIP1:F:AAACCTAACCCCGAGCAACA;R:CCATTGGTGCTGAGAAC
CCT. 
La secuencia de CRE se detectó por PCR convencional en ADN genómico de 
macrófagos transducidos con lenti-CRE utilizando los siguientes oligos: 
CRE:F:AGGTGTAGAGAAGGCACTTAGC;R: CTAATCGCCATCTTCCAGCAGG. El 
ADN genómico se obtuvo mediante el kit de extracción REDExtract-N-Amp Tissue 
PCR Kit (Sigma) y siguiendo las instrucciones del frabricante. 
Extracción de proteínas y “western blotting” 
Los macrófagos (2,5x106 aproximadamente) se resuspendieron en 100 µl de 
buffer de lisis (20 mM Tris HCl pH 7.5, 5 mM MgCl2, 50 mM NaF, 10 mM EDTA, 500 
mM NaCl, 1% Triton X-100 e inhibidores de proteasas). Las células se incubaron en 
  Materiales y métodos 
 
 
55 
este buffer durante 15 minutos en agitación a 4ºC para ayudar a la extracción de las 
proteínas. A continuación, los extractos se centrifugaron durante 15 min a 12.000 rpm 
y 4ºC para eliminar los restos celulares no hidrosolubles. Recogimos el sobrenadante 
que contenía las proteínas hidrosolubles y mediante el ensayo colorimétrico Bradford 
(Biorad), se determinó su concentración por interpolación a partir de una curva de 
concentraciones conocidas de BSA.   
Para la detección de proteínas por “western blotting”, se utilizaron 30 µg de extracto 
proteico que se mezclaron con tampón de carga Laemmli 5X en condiciones 
reductoras y posteriormente se desnaturalizaron hirviendo durante 5 min a 99ºC. Las 
proteínas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida, en condiciones  
desnaturalizantes (SDS-PAGE), junto con una muestra de un marcador de peso 
molecular. Una vez separadas, las proteínas se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa que posteriormente se incubaron con la solución Ponceau para revelar la 
localización de los marcadores de peso molecular y comprobar la correcta 
transferencia de las proteínas a la membrana. Las membranas se lavaron con una 
solución de Tris-HCl pH7.5 y 0,05% de Tween 20 (TBS-T) y se bloquearon con 5% de 
leche desnatada en TBS-T durante 30 minutos a temperatura ambiente. A 
continuación, las membranas se incubaron durante 16 horas a 4ºC con los anticuerpos 
primarios correspondientes preparados en una solución de TBST al 1% de BSA. Tras 
la incubación con los anticuerpos primarios, las membranas se lavaron con TBS-T (3 x 
5 min), y posteriormente se incubaron 30 min a temperatura ambiente con los 
anticuerpos secundarios unidos a peroxidasa, a una dilución 1:5.000 en TBS-T. 
Después de lavar las membranas con TBS-T (5 x 5 min), la actividad peroxidasa se 
reveló añadiendo el sustrato ECL (Enhanced chemiluminiscence) (Millipore) y se 
detectó exponiendo películas autoradiográficas a diferentes tiempos. 
Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti CnB (1/1.000) (Upstate), anti CnA 
(1/1.000) (Chemicon), anti tubulin (1/40.000) (Sigma), anti p38 (1:1.000), anti P-p38 
(1:1.000) (Cell Signalling), anti P-ERK (1:1.000) (Sta. Cruz), anti P-JNK (Cell 
signalling), anti MKP-1 (Sta. Cruz) y anti P-TAK (Cell Signaling). 
La cuantificación de la señal de la actividad peroxidasa se realizó por densitometría 
utilizando el programa informático Quantity One. 
Determinación de los niveles de citocinas 
Los niveles de diferentes citocinas inflamatorias se determinaron en los 
sobrenadantes del medio de cultivo de los macrófagos. Para ello se cultivaron 2,5 x 
106 macrófagos en 1 ml de medio AlphaMEM completo durante 48 horas. Los 
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sobrenadantes se analizaron mediante ELISA (IL10) (Diaclone) o con el kit 
Flowcytomix (Bender Medsystems) que permite la detección simultánea por citometria 
de flujo de 10 citocinas diferentes en la misma muestra. 
 
Inmunohistoquímica e inmunofluorescencia 
La expresión de GFP se analizó por IHQ en secciones de tejido procedentes de 
patas, hígados, bazos, pulmones y nódulos procedente de ratones inoculados con 
lentivirus. Para ello, se sacrificaron los ratones y se perfundieron con 10 ml de PBS a 
través del ventrículo izquierdo para eliminar los eritrocitos y evitar así la señal 
inespecífica que generan en IHQ. En el caso de la almohadilla plantar, se cortaron 
fragmentos de esta extremidad con ayuda de una cuchilla. Todos los tejidos se fijaron 
durante 24 horas en formalina al 10% y a 4ºC. Una vez fijados, se deshidrataron 
sumergiéndolos en soluciones de etanol de concentraciones crecientes y se incluyeron 
en parafina. A continuación, se cortaron con un microtomo secciones de 5 µm en las 
que, tras ser desparafinadas, se bloqueó la actividad peroxidasa endógena con 
peróxido de hidrógeno al 3% en metanol y los sitios de unión a avidina con el kit de 
bloqueo Avidina/Biotina (Vector laboratories). A continuación, las secciones se 
incubaron toda la noche a 4ºC con el anticuerpo primario anti-GFP (1:100) (Invitrogen) 
en PBS suplementado con 1% de suero de caballo y 5% de BSA. Se lavó el exceso de 
anticuerpo primario con PBS con 0,01% Tween 20 (PBS-T) y las secciones se 
incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado diluido 1:500 en la misma solución 
que el primario durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras lavarse el exceso de 
anticuerpo secundario con PBS-T, las secciones de tejido se incubaron con complejos 
Avidina-Biotina peroxidasa (Kit ABC, Vector laboratories) y esta actividad enzimática 
se reveló incubando con el sustrato diaminobenzidina (Kit DAB, Vector laboratories). 
Para el análisis por IF de secciones de patas de ratón o de los nódulos linfáticos, se 
congelaron los tejidos inmediatamente en el medio de inclusión O.C.T. (Tissue Tek). 
Se cortaron secciones de 5 µm con un criostato y se fijaron durante 10 min con 
acetona fría. Posteriormente se procedió de igual manera que en el caso de la IHQ 
pero sin aplicar los bloqueos de la actividad peroxidasa endógena y la avidina-biotina. 
Los anticuerpos utilizados en IF fueron anti-GFP (1:100) (Invitrogen); anti-Mrc1 
(Serotec), anti-F4/80 (AbD Serotec) y anti-Mac3 (Santa Cruz) (1:50) y anti-IL10 (1:100) 
(Diaclone) 
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Tomografía por proyección óptica (OPT) 
Los nódulos poplíteos de ratones inoculados localmente con lentivirus GFP se 
extrajeron y se fijaron durante toda la noche a 4ºC en paraformaldehido al 4%. A 
continuación, se bloquearon y permeabilizaron (PBS con Triton X-100 al 0,1% y 20% 
de suero fetal bovino) durante 1 hora a temperatura ambiente y se incubaron toda la 
noche con el anticuerpo anti GFP (Invitrogen). Posteriormente, los nódulos se 
incubaron también durante toda lan noche con el anticuerpo secundario unido a un 
fluoróforo. Finalmente, los nódulos se analizaron por OPT utilizando el software OPT 
Scanner. Las imágenes 3D se reconstruyeron con el software NRecon y  se generaron 
las películas con Image J. 
Ensayo de la actividad calcineurina 
La actividad fosfatasa de la CN se determinó en extractos proteicos (5 g) de 
macrófagos utilizando el Kit comercial Green Biomol (Enzo). La actividad específica de 
la CN se determinó sustrayendo de la actividad fosfatasa total del extracto sobre el 
sustrato RII, la actividad remanente tras inhibir la actividad de la CN con EGTA. 
Alternativamente se utilizó el ácido ocadaico, inhibidor de las fosfatasas PP1 y PP2A 
para determinar la actividad fosfatasa restante correspondiente a la CN.  
Ensayos reporteros de luciferasa y detección de actividad luciferasa  
La actividad transcripcional de NFAT en los macrófagos peritoneales obtenidos de 
los animales transgenicos NFAT luc (ver Animales) se determinó mediante la 
cuantificación de su actividad luciferasa. Los macrófagos se estimularon ex vivo con  
zymosan (100 μg/ml) (Sigma), con una combinación de PMA (20ng/ml) (Sigma) y 
ionóforo (30 M) (Sigma) o con el vehículo durante 5 horas. Las células (2,5x106 
aproximadamente) se lisaron en 100 µl de buffer de lisis siguiendo las instrucciones 
del ensayo de luciferasa de Promega y se midió la actividad luciferasa con un 
luminometro Sirius (Berthold Detection Systems) tras añadirle el sustrato, la luciferina 
(Promega). Las unidades de luciferasa detectadas se normalizaron con el contenido 
total de proteína en los extractos. 
También se determinó la actividad luciferasa en los nódulos linfáticos de ratones 
inoculados con lentivirus luciferasa. Para ello, se extrajeron los nódulos linfáticos del 
ratón, y se homogeneizaron mecánicamente en PBS con 5% de FBS con la ayuda de 
dos portaobjetos de cristal esmerilado. El homogeneizado de células se filtró a través 
de un filtro de nylon de 70 µm, se centrifugó a 1.200 rpm durante 5 min y el pellet de 
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células se lisó como se ha explicado previamente. La actividad lucíferasa in vivo se 
detectó mediante la inyección i.p. de luciferina en los ratones (100 µl de una solución 
de 17,5 mg/ml). Como producto de la reacción de oxidación de la luciferina por la 
luciferasa, se emiten fotones que pueden ser detectados y cuantificados mediante el 
IVIS. 
Ensayos de migración de macrófagos 
La capacidad migratoria de los macrófagos se evaluó mediante ensayos de 
transwell. Para ello, se extrajeron macrófagos peritoneales de animales inoculados i.p. 
con lentivirus. Los macrófagos (5x104) se resuspendieron en 100 µl de medio 
AlphaMEM sin suero y se añadieron en el interior del transwell previamente recubierto 
con gelatina al 1%. En la parte exterior del transwell, se añadió medio AlphaMEM sin 
suero complementado con 100 ng/ml de la quimioquina MCP-1. Después de 6h a 
37ºC, se analizó la migración celular en respuesta al gradiente quimiotáctico. Las 
membranas de los transwell se tiñeron con cristal violeta para determinar el número de 
células que habían migrado al otro lado de la membrana del transwell. El contaje de 
células se hizo a partir de fotos obtenidas con una cámara acoplada a un microscopio 
de campo claro. 
Para evaluar la capacidad migratoria de los macrófagos peritoneales in vivo, se 
inocularon ratones i.p. con tioglicolato al 3% y se recolectaron los exudados 
peritoneales tres días después. Las células obtenidas por ratón (aproximadamente 
30x106) se centrifugaron a 1.200 rpm durante 5 min, se resuspendieron en 1 ml de 
PBS y se añadieron 5 µl del marcador lipofílico DIR (Invitrogen). Las células se 
marcaron durante 5 min a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron dos 
veces en PBS con 1% de BSA. Finalmente, se resuspendieron en 700 µl de PBS y se 
inyectaron en la almohadilla plantar (30µl) o la cavidad peritoneal (500µl) de ratones 
sanos o de ratones que previamente habían sido inyectados en la almohadilla plantar 
con 180 µg de zymosan (30 µl de volumen) o habían sido hipersensibilizados con 
oxazolona en una de las orejas (ver Induccion de hipersensibilidad por contacto 
inducida por oxazolona). La señal del fluoroforo DIR se monitorizó in vivo y también, 
una vez sacrificado el animal, se analizaron los órganos ex vivo utilizando el equipo de 
imagen IVIS (filtros ICG/ICG BCK) (Xenogen). Las imágenes se analizaron con el 
software Living image 3.1 
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Presentación de antigeno 
Se plaquearon 2.5x106 macrófagos peritoneales en pocillos de 35 mm de 
diámetros y se incubaron en 1 ml de medio AlphaMEM completo con 2 mg de 
ovoalbúmina (OVA) durante 2 horas a 37ºC. Se lavaron las células cinco veces con 
PBS y se mantuvieron en cultivo en AlphaMEM completo durante 5 horas. A 
continuación se añadieron 2x106 de células B3Z. Estas células constituyen un clon de 
células T, que expresan la β-galactosidasa al reconocer, a través de su TCR, el 
péptido SIINFEKL de la ovoalbúmina (OVA 257-264) en el contexto de la molécula MHC-
I. El cocultivo se incubó toda la noche y a continuación se cuantificó la actividad 
presentadora de antígeno añadiendo 1,5 ml de rojo clorofenol- β-D-galactopiranósido 
(CPRG) (Calbiochem) y monitorizando su hidrólisis mediada por la -galactosidasa 
con un espectrofotómetro a 595-655nm. 
Fagocitosis 
Los macrófagos (106), previamente transducidos in vivo con los lentivirus, se 
plaquearon en cristales colocados en el fondo de placas de 24 pocillos. Al día 
siguiente, se retiró el suero del medio de cultivo durante 2 horas. Durante este tiempo 
se opsonizaron eritrocitos de oveja con IgG de conejo (MP Biomedicals) durante 1 
hora en rotación a 4ºC. Transcurridas las 2 horas en medio sin suero, se añadieron a 
los cultivos de los macrófagos 20 eritrocitos opsonizados por macrófago y se 
incubaron a 37ºC durante 15 min. La misma cantidad de eritrocitos sin opsonizar se 
añadió a un cultivo de macrófagos como control negativo de fagocitosis. Las células se 
fijaron durante 15 min en formalina a 4ºC y se tiñeron con faloidina TxRed (Invitrogen) 
a una dilución 1:150 para visualizar los macrófagos y con un anticuerpo IgG de pollo 
anti conejo marcado con Alexa 647 (Invitrogen) a una dilución de 1/500 para detectar 
los eritrocitos opsonizados. La cuantificación de los eritrocitos fagocitados por los 
macrófagos se realizó sobre imágenes obtenidas por microscopía confocal (Nikon 
A1R). 
Diferenciación a osteoclastos  
Los macrofagos peritoneales (2x106), previamente transducidos in vivo con 
lentivirus, se plaquearon  en pocillos de 35 mm de diámetro con 1 ml de AlphaMEM 
completo suplementado con 100 ng/ml de RANKL (Peprotech) y 20 ng/ml de MCSF 
(Peprotech). Las células se cultivaron en este medio durante 7 días, renovando el 
medio con citocinas cada 2-3 días. A día 7, se reveló la actividad fosfatasa ácida 
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resistente a tartrato (TRAP) de los macrófagos utilizando el kit Leukocyte acid 
phosphatase (TRAP) (Sigma) y se contaron las células multinucleadas y TRAP 
positivas en el cultivo. Además, se midieron el área y el perímetro de estas células 
usando el programa informático de análisis Metamorph. 
Polarización a M1 o M2 ex vivo  
Los macrofagos peritoneales (2,5x106) se plaqueron en pocillos de 35 mm de 
diámetro, y se cultivaron 24 horas en AlphaMEM completo en presencia de 100 ng/ml 
de LPS (Sigma) para inducir su polarización hacia M1, o con 20 ng/ml de IL4 e IL13 
(Peprotech) para su polarización hacia M2. 
Para la polarización a macrófagos M1 o M2 a partir de células de médula ósea, se 
cultivaron durante 6 días en AlphaMEM completo suplementado con β-mercaptoetanol, 
HEPES y GMCSF (5.000U/ml) (Peprotech), para inducir la polarización hacia M1, o 
MCSF (5.000U/ml) (Peprotech) para su polarización hacia M2. 
Análisis estadístico 
Los datos correspondientes a al menos 3 experimentos independientes se 
representan como las medias aritméticas ± su desviación o error estándar. Mediante el 
programa informático Graphpad Prism5.01 se calculó la significación estadística de las 
diferencias observadas en los diferentes ensayos, utilizando el test estadístico ANOVA 
de una cola, una prueba t de Student de dos colas no pareado o una prueba t de 
Student de una muestra. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor 
de p < 0,05. 
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Estudio del potencial anti-inflamatorio del péptido LxVP administrado in 
vivo por medio de vectores lentivirales.  
Para estudiar el papel de la CN en el establecimiento y desarrollo de las 
respuestas inflamatorias, utilizamos vectores lentivirales que codificaban el péptido 
inhibidor de la CN LxVP o una versión mutada del mismo (AxAA)2 fusionados a la 
proteína fluorescente verde (GFP). Analizamos el efecto de la expresión del péptido 
LxVP en un modelo de artritis inducida por colágeno en ratón (CIA) (Brand et al, 2007). 
Para inducir la enfermedad, inmunizamos a los ratones en los días cero y veintiuno 
con una emulsión compuesta por colágeno tipo II de pollo, adyuvante completo de 
Freund (CFA) y Mycobacterium tuberculosis (Figura 5A). En este modelo, 
aproximadamente una semana después de la segunda inmunización, se empiezan a 
observar en las cuatro extremidades del ratón los primeros síntomas de la 
enfermedad, consistentes en enrojecimiento e inflamación que se evidencian 
inicialmente en los dedos y progresivamente en las muñecas y rodillas hasta provocar 
rigidez (Figura 5B). Aunque los síntomas son detectables de visu en las extremidades, 
se produce una afectación generalizada de todas las articulaciones del animal.  
 
 
 
 
Figura 5 Modelo de artritis inducida por colágeno en ratón. (A) Esquema del 
protocolo de inducción de la enfermedad. (B) Fotografías de patas traseras de ratón con 
diferentes grados de artritis. CFA: adyuvante completo de Freund. 
 
 
Utilizando este modelo, estudiamos tanto la eficacia profiláctica como terapéutica 
de la inhibición de la CN por LxVP. Para valorar el potencial profiláctico, cinco días 
antes de la primera inmunización con el colágeno inyectamos los lentivirus que 
codificaban dicho péptido o su versión mutada en las almohadillas plantares de los 
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 En adelante me referiré a esta versión inactiva como mutLxVP. Al lentivirus codificante del péptido 
LxVP se le denominará lentivirus LxVP y al codificante de la versión mutada lentivirus mutLxVP. 
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ratones (Figura 6A). Una sola dosis de estos lentivirus se tradujo en una menor 
incidencia de la enfermedad, un claro retraso en la aparición de sus síntomas y una 
menor severidad en aquellos animales que la desarrollaron (Figura 6B y C). El 
análisis histológico de las articulaciones afectadas reveló que el tratamiento local con 
el péptido LxVP, prevenía en gran medida el infiltrado de células inflamatorias y el 
daño óseo (Figura 6D y Tabla 1). Además, comprobamos que la propia inoculación de 
lentivirus en las almohadillas plantares no ocasionaba una exacerbación de la 
inflamación, comparando los síntomas de ratones inoculados con el lentivirus mutLxVP 
y ratones inoculados con el vehículo (Figura 6E). El tratamiento local con el lentivirus 
LxVP también fue efectivo a día catorce, dos semanas después de realizarse la 
primera inmunización con colágeno (Figura 6F). Sin embargo, este tratamiento no fue 
eficaz al administrarse a día veintiocho, una vez habían aparecido los primeros 
síntomas de la enfermedad (datos no mostrados). 
 
 
 
Figura 6 Efecto preventivo de la administración local de lentivirus LxVP en CIA. 
(A) Esquema del protocolo de inducción de CIA mostrando el momento del 
tratamiento con lentivirus. (B) Evolución del grado de CIA en patas tratadas 
localmente con lentivirus LxVP o mutLxVP. (C) Incidencia de CIA en ratones tratados 
localmente con lentvirus LxVP o mutLxVP. (D) Tinción de Masson en secciones de 
articulaciones de ratones tratados a dia -5. * Infiltrado inflamatorio. (E) La inoculación 
local de lentivirus no exacerba la inflamación. (F) Evolución del grado de artritis en 
patas inoculadas a día 14 con lentivirus LxVP o control. n= 10 ratones por grupo; *P< 
0.05; **P < 0.01; ***P <0.001 
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 Tabla 1 Valoración del daño articular en ratones tratados i.p. o localmente con lentivirus 
LxVP o mutLxVP. 
 
Dado que la artritis es una enfermedad que afecta a la totalidad de las 
articulaciones del organismo, quisimos averiguar si el tratamiento sistémico con el 
péptido LxVP  tenía un efecto beneficioso en el desarrollo de la patología. Para ello, 
administramos los lentivirus por vía intraperitoneal (i.p.) y valoramos de nuevo su 
eficacia profiláctica y terapéutica. La inyección profiláctica de lentivirus se realizó a día 
quince y la terapéutica a día veintiocho. Al contrario que en el caso del tratamiento 
local, la inyección i.p. del lentivirus LxVP no tuvo efecto profiláctico, pero sí terapéutico 
(Figura 7A). El tratamiento terapéutico, aunque no produjo una regresión de los 
síntomas presentes en el momento de su administración, sí detuvo significativamente 
la evolución de la enfermedad (Figura 7B). El análisis histológico de las articulaciones 
mostró una afectación menor en las patas de los ratones tratados con el péptido LxVP 
(Figura 7C y Tabla 1). De la misma manera que en el caso de la inoculación local, la 
administración i.p. de lentivirus mutLxVP no exacerbó los síntomas de artritis (Figura 
7D). 
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Figura 7 Efecto terapéutico de la administración i.p. de lentivirus 
LxVP en CIA. (A) Evolución del grado de CIA  en ratones tratados i.p. a 
día 15 con lentivirus LxVP o mutLxVP. (B) Evolución del grado de CIA  en 
ratones tratados i.p. a día 28 con lentivirus LxVP o mutLxVP. (C) Tinción 
de Masson en secciones de articulaciones de ratones tratados a día 28. * 
Infiltrado inflamatorio.  (D) La inoculación i.p de lentivirus no exacerba la 
inflamación. n= 10 ratones por grupo; *P< 0,05 
 
 
Para validar el efecto anti-inflamatorio del lentivirus LxVP, utilizamos un modelo 
alternativo de enfermedad inflamatoria. Así, generamos una reacción de 
hipersensibilidad por contacto en las orejas de los ratones mediante la aplicación de 
oxazolona (OXA), y valoramos el grado de inflamación (actividad mieloperoxidasa) 
producido utilizando técnicas de imagen in vivo (Ver materiales y métodos). En este 
modelo de hipersensibilidad por contacto, el tratamiento i.p. con el lentivirus LxVP 
redujo el grado de inflamación en las orejas de manera significativa (Figura 8). 
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Figura 8 Efecto anti-inflamatorio 
del lentivirus LxVP en un 
modelo de hipersensibilidad por 
contacto inducida por 
oxazolona en las orejas del 
ratón. (A) Esquema del protocolo 
de inducción de la enfermedad. 
(B) Cuantificación a día 9 de la 
inflamación (unidades de luz) en 
las orejas de ratones tratados i.p. 
con lentivirus LxVP o mutLxVP. 
(C) Fotografía representativa 
tomada con el IVIS que muestra la 
inflamación en las orejas de los 
ratones.n=12 ratones por grupo; 
***P <0,001 
 
 
Caracterización y biodistribución de las células transducidas in vivo por 
los lentivirus  
Con el fin de identificar en nuestro modelo los tipos celulares transducidos in vivo 
por las partículas lentivirales, y determinar su biodistribución en el ratón, utilizamos, 
además de las construcciones lentivirales previamente mencionadas, otra adicional 
que codificaba la enzima luciferasa conjuntamente con la GFP 3 . Las células 
transducidas con este lentivirus, y que expresaban por tanto la luciferasa, se 
localizaron in vivo utilizando el equipo de imagen IVIS tras la administración sistémica 
de luciferina. De este modo, la detección de una señal luminosa en el ratón indicó la 
presencia de células transducidas por el lentivirus luciferasa. Tras la administración de 
estos lentivirus en la almohadilla plantar de los ratones, detectamos señal luminosa 
procedente de la zona inoculada, pero no de ninguna otra localización del ratón 
(Figura 9A) (Garaulet et al, 2013). Por el contrario, los ratones inoculados i.p. 
presentaban una señal intensa en la región abdominal ue correspondía al hígado y al 
bazo (Figura 9B) y que fue confirmada por inmunohistoquímica (IHQ) (Figura 9C). 
Las limitaciones de sensibilidad del IVIS, que impiden la detección de señales 
luminosas procedentes de regiones profundas del ratón, no permitieron la 
monitorización in vivo de las señales procedentes del sistema linfático. Por ello, tras la 
inyección de luciferina, extrajimos los diferentes nódulos linfáticos y los analizamos ex 
vivo mediante el IVIS. En los ratones inoculados con los lentivirus luciferasa en la 
almohadilla plantar, detectamos señal luminosa exclusivamente en los nódulos 
poplíteos, y no en ningún otro nódulo analizado (paratiroideos, paratímicos, inguinales, 
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axilares, mesentéricos o caudales) (Figura 9D). En los ratones inoculados i.p. con el 
lentivirus, detectamos luminiscencia sólo en los nódulos paratímicos. (Figura 9D). 
Estos datos se confirmaron cuantificando la actividad luciferasa en homogeneizados 
celulares de los nódulos mediante el uso de un luminómetro. (Figura 9E) 
 
 
Figura 9 Biodistribución de la infección por lentivirus in vivo. (A) Distribución in 
vivo de la expresión de luciferasa tras la inoculación de lentivirus luciferasa en la pata 
posterior derecha del ratón. (B) Distribución in vivo de la expresión de luciferasa tras 
la inoculación i.p. de lentivirus luciferasa. (C) Detección de la GFP por IHQ en 
secciones de pulmón, bazo e hígado de ratones inoculados i.p. con lentivirus 
luciferasa (que coexpresan la GFP). (D) Distribución de la expresión de luciferasa en 
los nódulos linfáticos de ratones inoculados i.p. (panel izquierdo) o en las patas (panel 
derecho) con lentivirus luciferasa. (E) Cuantificación por medio de un luminómetro de 
la expresión de la luciferasa en los nódulos linfáticos de ratones incoculados i.p. o 
localmente con lentivirus luciferasa. 
 
 
 
Además, mediante inmunofluorescencia (IF) (Figura 10A), IHQ (Figura 10B) y 
tomografía por proyección óptica (OPT) (Figura 10C y video suplementario) 
estudiamos la localización de las células transducidas (GFP+) dentro de la estructura 
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del nódulo y observamos que éstas se encontraban principalmente en la zona 
subcapsular.  
 
 
 
Figura 10 Localización de células transducidas en los nódulos 
linfáticos drenantes de ratones inoculados con lentivirus. (A-C) Análisis 
por IF (A), IHQ (B) o tomografía por proyección óptica (C) de la expresión 
de GFP en nódulos linfáticos drenantes de ratones inoculados con lentivirus.  
 
 
El análisis por citometría de flujo de las células transducidas (GFP+), previamente 
aisladas por “sorting”4 a partir de homogeneizados de estos nódulos, reveló que se 
trataba de una única población de macrófagos que expresaba los marcadores de 
membrana F4/80, CD11b (Mac1) y CD11c (Figura 11A). Además, caracterizamos en 
secciones de tejido de la almohadilla plantar las células transducidas tras la 
inoculación local de los lentivirus, observando que la GFP co-localizaba con el 
marcador F4/80 propio de macrófagos (Figura 11B). Asímismo, analizamos los 
exudados peritoneales de los ratones inoculados con lentivirus por vía i.p. y 
nuevamente, la única población transducida que detectamos era triple positiva para 
F4/80, CD11b y CD11c. No se detectó señal de GFP en células CD4+, CD8+ o B220+ 
(Figura 11C). Además, las células transducidas expresaban el marcador de 
macrófagos MertK, confirmando el tropismo de estos lentivirus hacia los macrófagos 
(Figura 11D). Aunque no analizamos el fenotipo de las células transducidas en el 
hígado y en el bazo de los animales inoculados i.p., su localización y morfología 
sugerían que podrían ser también macrófagos (Figura 9C). 
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Figura 11 Tropismo de los lentivirus hacia los macrófagos in vivo. (A) 
Análisis por citometría de flujo de la expresión de F4/80, CD11b y CD11c en 
células transducidas (GFP
+
) separadas por sorting a partir de homogeneizados 
de nódulos linfáticos drenantes. (B) IF de GFP y F4/80 en secciones de patas 
de ratones inoculados localmente con lentivirus.(C) Análisis por citometría de 
flujo de la expresión de F4/80, CD11b y CD11c en exudados peritoneales de 
ratones inoculados i.p. con lentivirus.(D) Análisis por sorting y citometría de 
flujo de la expresión de Mertk en exudados peritoneales de ratones inoculados 
i.p. con lentivirus. 
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Efecto de los macrófagos transducidos sobre los linfocitos en los nódulos  
La presencia en los nódulos linfáticos de macrófagos transducidos sugería que 
podrían estar ejerciendo algún efecto in situ sobre la función de otros tipos celulares. 
Por ello, tras la administración de los lentivirus, analizamos en los nódulos drenantes 
los niveles de expresión de los marcadores de activación linfocitaria CD25 y CD69. Por 
citometria de flujo, encontramos que la inoculación i.p. de lentivirus LxVP reducía el 
porcentaje de células CD25+ o CD69+ en los nódulos paratímicos. Del mismo modo, 
observamos que los nódulos poplíteos procedentes de patas inoculadas con lentivirus 
LxVP, tenían un porcentaje más bajo de células CD25+ que los nódulos no drenantes 
(inguinales) o procedentes de patas inoculadas con lentivirus mutLxVP (Figura 12A y 
B).  
 
Figura 12 Efecto del tratamiento con lentivirus LxVP en la activación de los 
linfocitos de los nódulos drenantes. (A) Análisis por citometría de flujo de la 
expresión de CD25 (panel izquierdo), CD69 (panel central) o ambos (panel 
derecho) en homogeneizados de nódulos paratímicos procedentes de ratones 
inoculados i.p. con lentivirus.n=3 (B) Análisis por citometría de flujo de la expresión 
de CD25 en homogeneizados de nódulos poplíteos procedentes de ratones 
inoculados en las patas con lentivirus. n= 6 ratones por grupo. Cont; pata control. 
Inoc; Pata inoculada. Pop popliteo. Ing; inguinal. *P< 0,05; **P < 0,01. 
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Migración de los macrófagos peritoneales  
La detección de macrófagos transducidos en los nódulos linfáticos y en otros 
órganos tras la inoculación i.p. de lentivirus, sugería que, o los macrófagos 
transducidos en el lugar de la inyección lentiviral migraban hacia estas otras 
localizaciones, o que los lentivirus alcanzaban estos órganos y transducían in situ los 
macrófagos. Para comprobar si los macrófagos migraban a los nódulos y/u otros 
órganos de la cavidad peritoneal, aislamos macrófagos peritoneales de ratones 
inyectados i.p. con tioglicolato y los marcamos con el marcador lipofílico fluorescente 
DIR. Posteriormente, inoculamos estos macrófagos en la cavidad peritoneal o en la 
almohadilla plantar de ratones salvajes, y a los tres días examinamos con el IVIS los 
nódulos linfáticos y los principales órganos. En el caso de la administración i.p., 
detectamos señal fluorescente del DIR en los nódulos paratímicos y también en el 
hígado, bazo, y páncreas (Figura 13A). Tras la administración en la almohadilla 
plantar, detectamos señal fluorescente en los nódulos poplíteos pero no en ningún 
órgano de la cavidad peritoneal (Figura 13B). Estos experimentos demuestran que los 
macrófagos tienen la capacidad de migrar, aunque no descartan la posibilidad de que 
en nuestro modelo, los lentivirus estén también transduciendo in situ los macrófagos.  
 
 
 
 
Figura 13 Migración de los macrófagos inyectados i.p. o localmente en 
las patas del ratón. (A-B) Análisis mediante IVIS de la distribución de los 
macrófagos marcados con DIR en los nódulos linfáticos y órganos tras su 
administración i.p. (A) o local en las patas del ratón (B) 
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Los datos que muestran la transducción específica de los macrófagos en la 
cavidad peritoneal y la migración de los mismos a otros órganos, sugerían que el 
efecto terapéutico del LxVP, administrado i.p. en el modelo de CIA, podría explicarse 
por la migración específica de los macrófagos a las patas inflamadas. Para comprobar 
si los macrófagos peritoneales migraban hacía focos inflamatorios en el ratón, 
utilizamos un modelo de inflamación aguda inducida por zymosan en una de las patas 
traseras. En este modelo, confirmamos un aumento de las quimiocinas inflamatorias 
MCP-1, RANTES, MIP1MIP1y CCL7 (Figura 14A-E).  
 
Figura 14 Las patas inflamadas expresan altos niveles de 
quimiocinas inflamatorias. (A-E) Niveles de ARNm de 
MCP-1 (A), RANTES, (B), MIP1(C), MIP1Dy CCL7 (E) 
en homogeneizados de patas control o con  inflamación 
inducida por zymosan.n=7   
  
Posteriormente, y utilizando este mismo modelo, inyectamos i.p. macrófagos 
marcados con DIR y monitorizamos in vivo su biodistribución. Detectamos señal 
fluorescente específicamente en la pata inflamada, y no en la pata contralateral no 
inflamada (Figuras 15A). Mediante estudios de cinética observamos que la migración 
hacia la pata inflamada ya era detectable dos horas después de la inyección de los 
macrófagos (Figuras 15B). Además, observamos que la señal aumentaba 
paulatinamente hasta alcanzar un máximo a día dos y se mantenía alta por al menos 
trece días (Figura 15B). Utilizando el modelo de hipersensibilidad por contacto 
inducida por OXA obtuvimos resultados similares (Figuras 15C). Todos estos 
resultados demuestran que los macrófagos migran específicamente desde la cavidad 
peritoneal hacia los sitios de inflamación. 
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Figura 15 Migración específica de los 
macrófagos desde la cavidad peritoneal 
hacia los sitios de inflamación. (A) 
Migración de los macrófagos marcados con 
DIR desde la cavidad peritoneal hacia una 
pata inflamada mediante la inyección local de 
zymosan.(B) Cinética de la migración de los 
macrófagos hacia la pata inflamada. (C) 
Migración de los macrófagos hacia una oreja 
inflamada por la aplicación local de OXA. n≥3; 
*P< 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001 
 
 
Teniendo en cuenta estos resultados sobre migración, nos planteamos comprobar 
si la infección lentiviral, o la inhibición de CN por el péptido LxVP tenían algún efecto 
en el patrón de migración de los macrófagos a los sitios de inflamación. Para ello, 
inyectamos lentivirus LxVP o mutLxVP junto con macrófagos marcados con DIR en la 
cavidad peritoneal de ratones con una de sus patas inflamadas, y monitorizamos en el 
IVIS la señal fluorescente un día después. Al igual que los macrófagos sin transducir, 
los transducidos migraron específicamente hacia la pata inflamada, sin que se 
observaran diferencias de migración entre los ratones inyectados con los lentivirus 
LxVP y mutLxVP (Figura 16A). Sin embargo, estudios ex vivo de migración 
transmembrana en respuesta al estímulo quimioatrayente MCP-1, mostraron que los 
macrófagos transducidos durante cinco días con el lentivirus LxVP, tenían un defecto 
en su capacidad de migración (Figura 16B).  
Para comprobar si al igual que los macrófagos transferidos de un donante, los 
macrófagos endógenos migraban desde la cavidad peritoneal hacia los sitios de 
inflamación, marcamos in vivo los macrófagos de dicha cavidad. Para ello, inyectamos 
i.p. dextrano de alto peso molecular marcado con FITC o biotina. Las moléculas de 
dextrano, son incapaces de pasar desde la cavidad peritoneal a la circulación y por lo 
tanto, su distribución quedaría restringida a la cavidad peritoneal. Efectivamente, al 
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analizar los vasos sanguíneos de la membrana peritoneal, no detectamos marcaje de 
dextrano FITC. Por el contrario, si el dextrano marcado era inyectado por vía 
intravenosa, se delimitaba claramente su presencia en los vasos sanguíneos al no 
poder extravasarse (Figura 16C paneles superiores). La inyección i.p. de dextrano 
provocó el reclutamiento de macrófagos, que al llegar a la cavidad peritoneal lo 
fagocitaron y por tanto quedaron marcados con FITC o biotina (Figura 16C paneles 
centrales). Considerando todo lo expuesto, la detección de FITC o biotina en los 
tejidos indicaría la presencia de aquellos macrófagos que han pasado por la cavidad 
peritoneal y han fagocitado el dextrano. Esto fue puesto de manifiesto tras la inyección 
i.p. de dextrano biotinilado en ratones con una de las patas inflamadas. La deteccion 
de señal de biotina en secciones de dichas patas demostraba el reclutamiento de 
macrófagos desde la cavidad peritoneal hacia los focos de inflamación (Figura 16C 
paneles inferiores). 
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Figura 16 Efecto de la inhibición de la CN por el LxVP en la migración de 
los macrófagos in vivo y ex vivo. (A) Migración hacía una pata inflamada de 
macrófagos marcados con DIR y transducidos en la cavidad peritoneal con 
lentivirus LxVP o mutLxVP. (B) Ensayo en sistema bicameral de la respuesta 
quimiotáctica a MCP-1 de los macrófagos transducidos con LxVP o mutLxVP. (C) 
Imágenes mostrando: la localización del marcaje con FITC en la membrana 
peritoneal tras la inyección i.v. (panel superior izquierdo) o i.p. (panel superior 
derecho) de dextrano FITC; la captación por los macrófagos del dextrano FITC 
inyectado i.p. (paneles centrales); y la presencia de células marcadas con biotina 
en las patas inflamadas de ratones inyectados i.p. con dextrano-biotina. n=3; **P 
< 0,01 
 
 
Con el fin de evidenciar la asociación entre la presencia de macrófagos 
transducidos en el lugar de inflamación y el efecto terapéutico del lentivirus LxVP en el 
modelo de CIA, realizamos experimentos de terapia celular en los que inoculamos 
macrófagos transducidos con lentivirus LxVP o mutLxVP, en las patas traseras de los 
ratones. En estos experimentos, la administración de macrófagos transducidos con 
LxVP redujo la inflamación en las patas tratadas (Figura 17).  
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Figura 17 Terapia celular con 
macrófagos en el modelo de CIA. 
Grado de artritis en patas de ratón 
tratadas localmente con lentivirus LxVP 
o mutLxVP. n= 10 ratones por grupo; 
*P< 0,05; **P < 0,01 
 
 
 
Caracterización fenotípica de los macrófagos transducidos con lentivirus 
LxVP 
Dado que nuestros resultados señalaban a los macrófagos como las principales 
células mediadoras de los efectos anti-inflamatorios del lentivirus LxVP, analizamos en 
detalle sus características fenotípicas y funcionales. Para ello, inyectamos ratones i.p 
con lentivirus LxVP o mutLxVP y cinco días después obtuvimos los exudados 
peritoneales conteniendo los macrófagos transducidos. La expresión del péptido LxVP 
en los macrófagos de estos ratones, inhibió la señalización mediada por CN/NFAT. 
Por un lado, estos macrófagos presentaban una disminución de la actividad fosfatasa 
de CN (Figura 18A) y por otro, una reducción de la actividad transcripcional mediada 
por NFAT, tanto en condiciones basales, como tras la estimulación con zymosan 
(Figura 18B).  
 
Figura 18 La expresión de LxVP mediante vectores lentivirales 
bloquea la señalización por CN/NFAT. (A) Actividad CN de 
macrófagos transducidos con LxVP o mutLxVP. (B) Actividad NFAT 
en macrófagos procedentes de ratones transgénicos NFAT-luc y 
transducidos con LxVP o mutLxVP. Zym: zymosan. n≥3;  *P< 0,05; 
***P <0,001. 
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Para estudiar las características inflamatorias de estos macrófagos, analizamos la 
expresión de las citocinas secretadas. De esta manera, detectamos niveles más bajos 
de las citocinas pro-inflamatorias IL2, IL5, IL6, IL17, IFNγ, TNFα y GMCSF en 
sobrenadantes de cultivo de los macrófagos transducidos con lentivirus LxVP, que en 
aquellos correspondientes a macrófagos transducidos con lentivirus mutLxVP (Figura 
19A). Sin embargo, la expresión del péptido LxVP incrementó la secreción de la 
citocina anti-inflamatoria IL10 (Figura 19B). Estos resultados sugerían que la 
inhibición de la CN en macrófagos inducía un fenotipo anti-inflamatorio. Para 
corroborar esta hipótesis, analizamos la expresión de otros marcadores propios de 
macrófagos polarizados hacia un fenotipo anti-inflamatorio; la inhibición de la CN con 
LxVP aumentó los niveles de Arg1, del receptor de manosa (Mrc1) y de SIGNR1 
(Figura 19C y D). Consistentemente, el tratamiento con  LxVP disminuyó los niveles 
de iNOS, marcador de macrófagos pro-inflamatorios (Figura 19C). Este fenotipo 
caracterizado ex vivo, lo identificamos también in vivo en secciones de patas artríticas 
inoculadas con lentivirus LxVP. En estas patas, encontramos un mayor número de 
células que expresaban Mrc1 e IL10 que en las patas inoculadas con lentivirus 
mutLxVP (Figura 19E). Además, no sólo detectamos un aumento de estos 
marcadores en las células transducidas con LxVP (GFP+), sino también en otras 
células circundantes. Esto sugería que los macrófagos transducidos podrían estar 
influyendo de manera paracrina en el fenotipo de otros macrófagos. 
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Figura 19 La inhibición de la CN por LxVP induce un fenotipo anti-inflamatorio en los 
macrófagos. (A-B) Analisis multiplex de la expresión de citocinas proinflamatorias (A) e IL10 
(B) en los sobrenadantes de cultivo de macrófagos transducidos in vivo con lentivirus LxVP o 
mut LxVP. (C) Niveles de ARNm de Arg1 e iNOS en macrófagos transducidos con LxVP o 
mutLxVP. n=3.(D) Análisis por citometría de flujo de la expresión de Mrc1 y SIGNR1 en 
macrófagos transducidos con LxVP o mutLxVP. Se muestra un experimento representativo. 
(E) IF de Mrc1 e IL10 en secciones de tejido de patas artríticas inyectadas con lentivirus LxVP 
o mutLxVP. (F) IF mostrando el aumento de la expresión de Mrc1 en células no transducidas 
por LxVP. Se muestran imágenes representativas. *P< 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001 
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Funcionalmente, los macrófagos transducidos con el lentivirus LxVP mostraron 
también características anti-inflamatorias: i) inhibición de la capacidad de diferenciarse 
a osteoclastos en presencia de RANKL y MCSF (Figuras 20A-D), ii) aumento en su 
capacidad fagocítica (Figura 20E y F) y iii) inhibición de la capacidad de presentar 
antígeno a células T (Figura 20G). 
 
 
 
 
Figura 20 Efecto de la inhibición de la CN por LxVP en la función de los macrófagos. 
(A-D) Los macrófagos transducidos con LxVP tienen defectos en su capacidad de 
diferenciarse a osteoclastos. Se muestra el número de osteoclastos (A), su perímetro (B), y 
su área (C) así como una imagen de la tinción para revelar la actividad TRAP (D) de los 
macrófagos tratados con lentivirus control o LxVP. (E-F) Capacidad de estos macrófagos de 
fagocitar eritrocitos. Se representa en (E) el número de eritrocitos fagocitado por célula y se 
muestra en (F) una imagen representativa de los macrófagos del ensayo tomada por 
microscopía confocal. (G) Capacidad de presentar antígenos a células T B3Z. n≥3; **P < 
0,01; ***P <0,001 
 
 
Al contrario que el tratamiento con lentivirus LxVP, el tratamiento con lentivirus 
codificantes del péptido VIVIT, que inhibe la unión de la CN a sus sustratos pero no su 
actividad fosfatasa, no indujo un fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos (Figuras 
21A-D). 
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Figura 21 El tratamiento con lentivirus codificantes del péptido VIVIT no induce un 
fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos. (A) La expresión del péptido VIVIT inhibe la 
actividad NFAT en macrófagos procedentes de ratones transgénicos NFAT-luc. (B-D) Niveles 
de ARNm de Arg1 (B), Mrc1 (C) e IL10 (D) en macrófagos transducidos con lentivirus VIVIT. 
(n≥3);n≥3; ***P <0,001. 
 
 
Estatus de activación de la ruta CN/NFAT en macrófagos M1 y M2 
polarizados con citocinas  
Debido a que la inhibición de la CN mediada por el lentivirus LxVP inducía en los 
macrófagos un fenotipo anti-inflamatorio, comprobamos si la vía de señalización de 
CN/NFAT estaba afectada en el proceso de polarización hacia M2 inducido por 
citocinas. Para ello, polarizamos ex vivo macrófagos peritoneales hacia M1 con LPS y 
hacia M2 con una combinación de IL4 e IL13 y determinamos su actividad CN, así 
como la actividad transcripcional mediada por NFAT. En concordancia con los datos 
obtenidos usando el péptido LxVP, los macrófagos polarizados hacia M2 presentaban 
una reducción de ambas actividades en comparación con aquellos polarizados hacia 
M1 (Figura 22A y B). Asimismo, polarizamos macrófagos derivados de la médula 
ósea de ratones hacia M1 con GMCSF o hacia M2 con MCSF. De nuevo, detectamos 
una disminución de la actividad fosfatasa de la CN en los macrófagos de tipo M2 
(Figura 22C). 
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Figura 22 La señalización mediada por CN/NFAT está inhibida en los 
macrófagos de tipo  M2. (A-B) Actividad CN (A) y actividad NFAT (B) en 
macrófagos peritoneales polarizados hacia M1 con LPS o hacia M2 mediante una 
combinación de IL4 e IL13. (C) Actividad CN en macrófagos derivados de la médula 
ósea de ratón polarizados hacia M1 con GMCSF o M2 mediante MCSF.n=3; *P< 
0,05;***P <0,001 
 
 
Efecto del tratamiento con CsA o FK506 en la polarización de los 
macrófagos 
Para confirmar que la inhibición de la CN induce un fenotipo anti-inflamatorio en 
los macrófagos, utilizamos una estrategia alternativa para inhibir su actividad 
fosfatasa. Tratamos los macrófagos peritoneales (Figura 23A) o derivados de la 
médula ósea (Figura 23B) con CsA o FK506 durante 48 horas para posteriormente 
analizar la expresión de varios marcadores de polarización. Al contrario que el 
tratamiento con el lentivirus LxVP, ninguna de las drogas inmunosupresoras aumentó 
la expresión de los marcadores anti-inflamatorios Arg1, Mrc1 e IL10,  ni tampoco 
disminuyó la del marcador pro-inflamatorio iNOS. En trabajos previos, se ha descrito 
un efecto inhibidor de CsA en la expresión de iNOS (Dusting et al, 1999; Hamalainen 
et al, 2002). Aquí, demostramos que concentraciones bajas de CsA (200ng/ml) pero 
suficientes para inhibir la señalización mediada por CN/NFAT, no solo no inhiben la 
expresión de iNOS sino que la aumentan. Sin embargo, concentraciones crecientes de 
CsA inhiben su expresión, indicando que este efecto podría estar asociado a la 
toxicidad de las dosis empleadas. (Figura 24A y B). Estos datos indican que ni la CsA 
ni el FK506 son capaces de inducir un fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos.  
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Figura 23 La CsA o el FK506 no inducen un fenotipo anti-inflamatorio en los 
macrófagos. (A-B) Expresión de marcadores de polarización en macrófagos peritoneales 
(A) o derivados de la médula ósea (B) tratados durante 48h con CsA (200ng/ml) o FK506 
(20ng/ml). n≥3; *P< 0,05; **P < 0,01; ***P <0.001. 
 
 
 
Figura 24 La inhibición de la CN por CsA no media la inhibición de la 
expresión de iNOS en los macrófagos. (A) Concentraciones bajas de CsA 
(200ng/ml) son suficientes para inhibir la señalización mediada por CN/NFAT. (B) 
Efecto de concentraciones crecientes de CsA en la expresión de iNOS. n≥3; *P< 
0,05; **P < 0,01; ***P <0,001. 
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Caracterización de los macrófagos deficientes en la CN 
Dada la diferencia de resultados obtenidos entre las dos estrategias de 
inhibición de la actividad CN (LxVP y drogas inmunosupresoras), quisimos determinar 
el papel real de la fosfatasa en la polarización de macrófagos. Para ello, decidimos 
utilizar diferentes abordajes genéticos en los que analizamos el fenotipo de los 
macrófagos deficientes en la CN. El primer abordaje experimental consistió en cruzar 
los ratones condicionales CnB1Flox/Δ con ratones transgénicos que expresaban la 
recombinasa CRE bajo la regulación del promotor de la lisozima M (LysMCre), 
específico del linaje mieloide. De esta manera, conseguimos una buena deleción de la 
CnB y consecuentemente de la CnA por la desestabilización del heterodímero (Figura 
25A). Esto se tradujo en la aparición de un fenotipo anti-inflamatorio en los 
macrófagos, caracterizado por un incremento en la expresión de IL10, Mrc1 y Arg1 y 
una disminución de los niveles de iNOS (Figuras 25B-D). Funcionalmente, estos 
macrófagos también presentaron características anti-inflamatorias, como la deficiencia 
en la capacidad para presentar antígeno a las células T (Figura 25E).  
 
 
Figura 25 La deleción genética de la CN de forma constitutiva 
induce un fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos. (A) 
Expresión de CnB y CnA en macrófagos peritoneales procedentes de 
ratones CnB
flox/flox
 (control) o CnB
flox/Δ
LysMCre (CN KO). La expresión 
de tubulina (Tub) se utilizó como control de carga. (B-D) Niveles de 
proteína de IL10 (B) y de ARNm de Mrc1 (C) Arg1 e iNOS (D) en 
macrófagos procedentes de ratones control o CN KO.(E) Capacidad de 
presentar antígenos de macrófagos control y CN KO.n=3; *P< 0,05; **P 
< 0,01; ***P <0,001. 
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Para comprobar si la deleción de la CN en los macrófagos afectaba al desarrollo 
de la respuesta inflamatoria, provocamos en los ratones CnB1Flox/Δ LysMCre una 
reacción de hipersensibilidad por contacto en las orejas (Figura 26A), o una 
inflamación aguda en las patas mediante la inyección de zymosan (Figura 26B). En 
ambos modelos, la deleción de la CN en los macrófagos confirió a los ratones 
resistencia a la inflamación. 
 
 
 
 
Figura 26 La deleción de la CN en los macrófagos confiere resistencia a la 
inflamación. (A-B) Efecto de la deleción de la CN en los macrófagos en un modelo 
de hipersensibilidad por contacto inducida por oxazolona (OXA) en las orejas (A) o 
en un modelo de inflamación aguda en las patas inducida por zymosan (Zym) (B). 
n= 10 (A) y n=9 (B) animales por grupo; **P < 0,01. 
 
 
El segundo abordaje genético utilizado consistió en la transducción ex vivo de 
macrófagos peritoneales procedentes de ratones CnB1flox/Δ con lentivirus que 
codificaban la recombinasa CRE. La expresión en los macrófagos de la recombinasa, 
eliminó eficientemente la CnB y la CnA (Figura 27A). Estos macrófagos, al igual que 
los transducidos con lentivirus LxVP, tenían incrementada la expresión de IL10 (Figura 
27B) y disminuida la de iNOS (Figura 27C) y además, a nivel de ARNm, presentaban 
un incremento en Arg1 y Mrc1 (Figura 27D). De nuevo, estos resultados mostraban 
que la deficiencia en la CN inducía un fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos. 
Para evidenciar la acción anti-inflamatoria de estos macrófagos, realizamos 
experimentos de terapia celular en el modelo de CIA. Para ello, inyectamos los 
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macrófagos deficientes en las patas de los ratones, y al igual que los transducidos con 
LxVP, estos macrófagos redujeron la severidad de la inflamación (Figura 27E). 
Además, el análisis de marcadores anti-inflamatorios en las patas de los ratones 
artríticos reveló una mayor expresión de IL10 y Mrc1 en aquellas inoculadas con 
macrófagos deficientes en la CN en comparación con las inoculadas con macrófagos 
control (Figura 27F). 
 
 
 
 
Figura 27 La deleción inducible de la CN induce un fenotipo anti-inflamatorio en 
los macrófagos. (A) Expresión de la CnB y la CnA en macrófagos peritoneales 
procedentes de ratones CnB
flox/flox
 transducidos con un lentivirus control (mock) o 
CnB
fl/Δ
 transducidos con lentivirus codificantes de la recombinasa CRE (CN KO). La 
tubulina (Tub) se utilizó como control de carga. (B-C) Expresión de  IL10 (B) e iNOS (C) 
en macrófagos control y CN KO. (D) ARNm de Mrc1 y Arg1 en macrófagos control y 
CN KO. (E) Efecto de la inyección en las patas de macrófagos control o CN KO en el 
modelo de CIA.n=10 animales por grupo. (F) IF de Mrc1 e IL10 en secciones de patas 
artríticas inyectadas con macrófagos control o CN KO. n=3 en los paneles (B) y (D). 
Experimentos representativos en (A), (C) y (F); *P< 0,05; **P < 0,01. 
  
 
En resumen, ambos abordajes utilizados para delecionar la CN en los macrófagos 
corroboraron los resultados obtenidos con el péptido LxVP, y por lo tanto confirmaron 
la implicación de la CN en el proceso de polarización. 
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Señalización diferencial inducida por el bloqueo específico de la CN o las 
drogas inmunosupresoras 
Con el propósito de explicar las diferencias observadas entre las distintas 
estrategias utilizadas para bloquear la señalización por la CN, analizamos en mayor 
profundidad los mecanismos moleculares implicados en cada una de ellas. Por un 
lado, basándonos en estudios previos que sugerían que la CsA y el FK506 inducen la 
activación de NFB (Kang et al, 2007), analizamos si el tratamiento con el LxVP tenía 
algún efecto en la activación de este factor de transcripción. Nuestros resultados 
mostraron que la CsA o el FK506, a concentraciones bajas pero suficientes para inhibir 
la CN (200ng/ml y 10ng/ml respectivamente) no inducían la degradación de IBprimer 
paso en la activación de NF. Sin embargo, el tratamiento con dosis altas de CsA 
(50g/ml) y FK506 (10g/ml), similares a las empleadas en los trabajos previamente 
mencionados, sí que indujeron la degradación de IB (Figura 28A). Del mismo modo, 
la inhibición de la CN mediante el LxVP tampoco tuvo ningún efecto en la activación de 
NFB (Figura 28B). Estos resultados indicaban que los efectos previamente descritos 
de la CsA y el FK506 sobre NFB, no están asociados a la inhibición de la actividad 
enzimática de la CN, sino que son debidos, probablemente, a los efectos tóxicos de 
las concentraciones altas de estas drogas.  
 
 
  
Figura 28 La inhibición de la CN no induce la activación de NFB. (A-B) 
Efecto de diferentes dosis de CsA y FK506 (A) o LxVP (B) en la expresión de 
IkB. La expresión de la tubulina (Tub) se utilizó como control de carga. 
Experimento representativo de n≥3. 
 
 
Por otro lado, consideramos estudios previos realizados en células T que 
mostraban que las drogas inmunosupresoras, independientemente de su acción sobre 
la CN, y de forma dependiente del estímulo activador, tenían un efecto inhibidor sobre 
las MAPKs p38 y JNK.  Para determinar si estas drogas también afectaban la actividad 
de la p38 y/o la JNK en los macrófagos, además de a la CN, y comprobar si esto 
suponía una diferencia mecanística frente al péptido LxVP o la deficiencia genética de 
CsA
200ng/ml
CsA
50g/ml
FK506
10
ng/ml
10
g/ml
IB
Tub
0.5 0.5 0.51 1T (h)
LPS
--
mut LxVP
IB
Tub
F
A B
Resultados 
 
 
88 
la CN, comparamos el estado de fosforilación de p38 y JNK en macrófagos sometidos 
a los diferentes tratamientos. A diferencia de la CsA y el FK506, el LxVP y la deleción 
genética de CN indujeron la fosforilación de la p38 y la JNK MAPK sin afectar a la de 
la MAPK ERK (Figuras 29 y 30).  
 
 
  
Figura 29 La deleción de la CN o su inhibición por LxVP inducen la 
activación de la p38 en los macrófagos. (A-B) Efecto de la inhibición de la 
CN por CsA, FK506 y LxVP en la fosforilación de la p38 (P-p38) y ERK (P-
ERK). p38 y tubulina (Tub) se utilizaron como controles de carga. (C-D) Efecto 
de la deleción de la CN en la fosforilación de la p38. Se muestra la expresión 
de la CnB como control de la deleción de la CN y la de tubulina (Tub) como 
control de carga. En (B) y (D) se muestran las correspondientes  
cuantificaciones y las estadísticas de n ≥3 experimentos independientes. *P< 
0,05; **P < 0,01;***P<0,001. 
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Figura 30 La inhibición de la 
CN por LxVP o la deleción 
genética inducen la 
fosforilación de JNK en los 
macrófagos. (A-B) Expresión 
de P-JNK en macrófagos 
tratados con CsA, FK506 (FK) 
o LxVP (A) o deficientes en la 
CN (B). La expresión de la 
tubulina (Tub) se utilizó como 
control de carga.  
 
 
Dado que trabajos previos han descrito una asociación entre la CN y la p38 en 
cardiomiocitos (Braz et al, 2003; Lim et al, 2001), decidimos centrar nuestros estudios 
en esta MAPK, aunque no descartamos una posible implicación de la JNK.  
Estudios previos también han descrito que los tratamientos con la CsA o el FK506 
activan a la p38 en los macrófagos. Cuando utilizamos altas dosis de estas drogas, al 
igual que en dichos trabajos previos, efectivamente observamos un aumento en la 
fosforilación de la p38. Sin embargo, el uso de dosis más bajas, farmacológicamente 
activas inhibiendo la CN (Figura 24A) reveló que ni la CsA ni el FK506 activan a la 
p38 a ningún tiempo analizado (Figuras  31A y B). 
 
 
Figura 31 La CsA o el FK506 a 
dosis bajas no inducen la 
fosforilación de la p38 en 
macrófagos. (A) Dosis bajas de 
CsA (200ng/ml) no inducen la 
fosforilación de la p38 a ningún 
tiempo entre 30 min y 48 h. (B) 
Efecto de la CsA y el FK506 a 
concentraciones bajas y altas en la 
fosforilación de la p38. La expresión 
de la tubulina se utilizó como control 
de carga. Se muestra un 
experimento representativo de n≥3. 
 
  
 
 
Todos estos datos sugerían que la p38 podría estar implicada en la inducción 
del fenotipo anti-inflamatorio observado en los macrófagos con la CN delecionada o 
inhibida por LxVP. Para corroborar esta hipótesis, tratamos los macrófagos con el 
inhibidor de p38, SB203580, que previno el aumento de la expresión de Arg1, Mrc1 e 
IL10 inducido por el tratamiento con LxVP o por la deleción de la CN (Figura 32A y B). 
Asimismo, los ratones MKK3-/-6+/-, que presentan defectos en la activación de la p38, 
P-JNK
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90 
no respondieron a la acción anti-inflamatoria del LxVP en el modelo de 
hipersensibilidad por contacto (Figura 32C).  
 
 
 
Figura 32 La inhibición de la p38 elimina el potencial anti-inflamatorio 
inducido por el bloqueo de la CN en los macrófagos. (A-B) Efecto del 
inhibidor de p38, SB203580 en la expresión de Arg1, Mrc1 e IL10 en 
macrófagos tratados con LxVP (A) o deficientes en la CN (B). n=3. (C) El 
tratamiento i.p. con lentivirus LxVP carece de efecto terapéutico en ratones 
MKK3
-/-
6
+/-
 con una activación defectuosa de la p38. n=9 animales por grupo; 
*P< 0,05; **P < 0,01;***P<0,001. 
 
 
 
Utilizando el abordaje opuesto, consistente en la activación de la p38 a través de  
la expresión de la correspondiente p38 MAPKK (MKK6) constitutivamente activa en los 
macrófagos, observamos un perfil de expresión de marcadores similar al obtenido con 
LxVP o con la deleción de la CN (Figura 33A-E). 
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Figura 33 La activación de la p38 
induce la expresión de marcadores 
anti-inflamatorios en los 
macrófagos. (A) La expresión de una 
MKK6 constitutivamente activa 
(MKK6E) en los macrófagos resulta 
en la fosforilación constitutiva de 
p38.(B-E) Efecto de la expresión de 
MKK6E en los niveles de ARNm de 
Arg1 (B), Mrc1 (C), IL10 (D) o iNOS 
(E).Se muestra un experimento 
representativo. 
 
 
 
 
Con el fin de identificar el mecanismo responsable de la activación de la p38 en 
los macrófagos deficientes en la CN, exploramos el papel de dos mediadores 
moleculares que, en otros tipos celulares, han sido relacionados con la CN o la p38 de 
forma independiente. Por un lado, se ha descrito que la CN ejerce un papel inhibidor 
sobre el complejo quinasa TAK1/TAB (Liu et al, 2009b) y también que TAK es capaz 
de fosforilar la p38 (Cheung et al, 2003) (Figura 34A). En este contexto, el bloqueo de 
la señalización mediada por la CN hipotéticamente conllevaría la activación del 
complejo TAK1/TAB y consecuentemente la activación de la p38. El análisis de los 
macrófagos deficientes en la CN reveló que la ausencia de actividad de esta fosfatasa 
no afectaba el estado de fosforilación (activación) de TAK1 en nuestro modelo 
experimental (Figura 34B).  
 
Figura 34 La deleción de 
la CN en los macrófagos 
no tiene efecto en la 
fosforilación de TAK1. (A) 
Esquema adaptado de (Liu 
et al, 2009b) que recoge la 
hipótesis que explicaría el 
efecto de la 
inhibición/deleción de la CN 
sobre la fosforilación de la 
p38. (B) Expresión de P-
TAK1 en macrófagos 
control y deficientes en la 
CN. 
 
Por otro lado, teniendo en cuenta que la fosforilación de la p38 se regula 
negativamente por la fosfatasa MKP-1, exploramos si el bloqueo de la señalización 
mediada por la CN afectaba a la expresión de dicha fosfatasa. En este caso, el 
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tratamiento con LxVP o la deleción de la CN provocaron una disminución en los 
niveles de proteína de la MKP-1 que correlacionaban con el aumento observado en la 
fosforilación de la p38 (Figura 35A y B). Además, los macrófagos deficientes en MKP-
1 mostraron niveles de fosforilación de la p38 similares a los inducidos por el LxVP en 
macrófagos no deficientes, y dicha fosforilacion no se incrementó por el tratamiento 
con LxVP (Figura 35C y D). 
 
 
Figura 35 La inhibición o deleción de la CN en los macrófagos libera a la p38 de la 
inhibición mediada por la fosfatasa  MKP-1. (A-B) Efecto del tratamiento con LxVP (A) 
o de la deleción genética de la CN (B) en la expresión de MKP-1. (C) La deleción 
genética de MKP-1 en los macrófagos induce la fosforilación de p38. (D) La fosforilación 
de la p38 no se ve incrementada por el LxVP en macrófagos deficientes en MKP-1.Se 
muestran, junto a los western blots las cuantificaciones densitométricas de los mismos y 
el análisis estadístico de tres experimentos independientes en (A-C) y dos en (D). *P< 
0,05; **P < 0,01;***P<0,001. 
  
 
En conjunto, estos resultados explican las diferencias observadas entre las 
distintas estrategias de inhibición de la CN y sus efectos en la polarización de los 
macrófagos, y al mismo tiempo muestran la implicación de la p38 y la MKP-1 en la 
polarización hacia el fenotipo anti-inflamatorio inducido por el bloqueo específico de la 
señalización mediada por la CN. 
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En este trabajo, identificamos a la fosfatasa CN como un mediador clave 
en el proceso de polarización de los macrófagos. El péptido inhibidor de la CN, 
LxVP, ha permitido revelar esta función que permanecía enmascarada 
probablemente por el uso de los inhibidores no específicos CsA o FK506. 
Mostramos cómo la inhibición de CN por LxVP, o su deleción genética, induce 
en los macrófagos un fenotipo anti-inflamatorio. Además, evidenciamos el 
efecto anti-inflamatorio de estos macrófagos y del péptido LxVP en modelos 
murinos de enfermedades inflamatorias como la artritis o la hipersensibilidad 
por contacto. En este estudio, explicamos también las diferencias encontradas 
entre las distintas estrategias de inhibición de la CN en los macrófagos, e 
implicamos a la p38 MAPK en la polarización inducida por LxVP o por la 
deleción genética de CN.  
La identificación de la CN como la diana de las drogas inmunosupresoras 
CsA y FK506, ha estimulado el estudio de la función de esta fosfatasa en el 
sistema inmune y la búsqueda de tratamientos inmunosupresores alternativos. 
Aunque la CN representa una diana interesante para el tratamiento de 
enfermedades inflamatorias, se ha visto que el uso de CsA y FK506 provoca en 
los pacientes diversos efectos secundarios como nefrotoxicidad, 
hepatotoxicidad y un incremento en la presión sanguínea (Kiani et al, 2000; 
Martinez-Martinez & Redondo, 2004). Algunos de estos efectos secundarios 
son atribuidos a acciones de CsA y FK506 independientes de su capacidad de 
inhibir a la CN. Particularmente, se han asociado a los complejos formados por 
CsA y FK506 con las inmunofilinas CypA y FKBP respectivamente. Por ello, 
resulta necesario identificar nuevos inhibidores que actúen específicamente 
sobre la CN y que carezcan de estos efectos secundarios.  
En nuestro laboratorio se caracterizó el péptido LxVP, correspondiente a 
uno de los motivos de unión de NFAT a la CN (Martinez-Martinez et al, 2006; 
Rodriguez et al, 2009). In vitro, este péptido es capaz de competir la unión de la 
CN a sus sustratos, además de inhibir su actividad fosfatasa 
independientemente de las inmunofilinas.  
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Uso de vectores lentivirales: efectos de la ruta y el protocolo de 
administración en su efecto terapéutico  
Con el propósito de examinar el efecto anti-inflamatorio del péptido LxVP in 
vivo y estudiar la función de la CN en el desarrollo de las respuestas 
inflamatorias, generamos una construcción lentiviral codificando dicho péptido. 
Se eligió este tipo de vectores por su capacidad de transducir células que no 
están en división, porque se integran en el genoma de la célula permitiendo 
una expresión estable y prolongada del transgen, y por su baja 
inmunogenicidad (Sakuma et al, 2012). Además, se puede alterar su tropismo 
mediante la utilización de diferentes envueltas virales. En este estudio, 
utilizamos una envuelta pseudotipada con la glicoproteína VSV-G con el fin de 
conseguir partículas lentivirales de amplio tropismo y preparaciones de alto 
título (Cronin et al, 2005). Los vectores lentivirales han sido utilizados en 
terapia génica en numerosos estudios, e incluso existen ensayos clínicos en 
humanos que analizan su eficacia en enfermedades como la infección por VlH 
(Humeau et al, 2004), la adrenoleoucodistrofia (Cartier et al, 2009)  o la β- 
talasemia (Bank et al, 2005; Kaufmann et al, 2013).  
En este trabajo hemos estudiado el efecto de la administración de estos 
lentivirus en ratones con CIA y hemos analizado su potencial profiláctico y 
terapéutico inyectándolos en diferentes estadios de la enfermedad y a través 
de diferentes vías de administración. Los resultados obtenidos indicaron que el 
efecto del péptido LxVP en el desarrollo de la enfermedad dependía tanto del 
momento del tratamiento como de la vía de administración. Mientras que la 
administración local de los lentivirus sólo tenía un efecto anti-inflamatorio 
cuando se efectuaba antes de la aparición de los síntomas, la administración 
i.p. sólo era eficaz una vez aparecida la inflamación. La ausencia de efecto 
profiláctico en el caso de la administración i.p. de los lentivirus, sugería que 
podría necesitarse la existencia de un foco inflamatorio previo para que el LxVP 
ejerciera su acción anti-inflamatoria. Por otro lado, cuando comparamos los 
tratamientos de tipo local e i.p. observamos que este último no tenía un efecto 
anti-inflamatorio tan potente como el tratamiento local. Esto podría explicarse 
por la concentración en la pata de un mayor número de células transducidas 
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con el LxVP en el caso de la administración local en comparación con un efecto 
más diluido del tratamiento sistémico i.p.  
Tropismo de los lentivirus y migración de los macrófagos 
Habiendo validado el péptido LxVP como herramienta anti-inflamatoria en 
los modelo de artritis y de hipersensibilidad por contacto, estudiamos el 
tropismo de los lentivirus in vivo para identificar las células que estaban 
mediando los efectos del LxVP. Aunque in vitro determinamos que estos 
lentivirus pueden transducir varios tipos celulares tales como células 
endoteliales o del músculo liso, la transducción eficiente de otras células como 
los linfocitos primarios en reposo resultó indetectable. En estudios previos del 
laboratorio se observó que estos lentivirus, administrados por vía intrayugular, 
transducen las células de la pared vascular muy eficientemente (Esteban et al, 
2011), sin embargo, en este estudio demostramos que estos mismos lentivirus 
administrados por vía i.p. o inoculados en las patas, presentan un tropismo 
específico hacia macrófagos, lo que sugiere que la vía de administración 
también determina el tropismo del virus. El análisis de las células transducidas 
en nuestro modelo reveló que la única población transducida detectada tras la 
administración in vivo de los lentivirus fue una población de macrófagos que 
expresa CD11b, CD11c, F4/80 y Mertk. En el caso del tratamiento i.p., 
detectamos células transducidas en los exudados peritoneales, en los nódulos 
drenantes y además en el bazo y en el hígado. Aunque no realizamos una 
caracterización fenotípica de las células transducidas encontradas en el bazo y 
el hígado, por su localización y morfología parecían indicar que fueran también 
macrófagos. Ciertamente no podemos explicar las razones moleculares de este 
tropismo tan restringido hacia los macrófagos ya que se desconoce el receptor 
de la glicoproteína VSV-G que pseudotipa la envuelta de los lentivirus 
empleados, sin embargo,  la actividad metabólica de los diferentes tipos 
celulares podría estar determinando la expresión del transgén. Así, los 
macrófagos son células con una alta actividad metabólica en comparación con 
otros tipos celulares como los linfocitos T (Newsholme & Newsholme, 1989). Es 
posible que los linfocitos también sean transducidos pero que debido a su baja 
tasa metabólica sean incapaces de expresar el transgén. 
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La presencia de macrófagos transducidos en localizaciones lejanas al sitio 
de la inoculación de los lentivirus, como los nódulos linfáticos, el bazo y el 
hígado, hizo cuestionarnos si estas células eran transducidas directamente en 
sus localizaciones originales, tras la llegada del lentivirus por la circulación 
sanguínea o si, por el contrario, los macrófagos habían sido transducidos en el 
sitio de la inoculación de los lentivirus y posteriormente habían migrado a 
localizaciones remotas. Los experimentos de transferencia de macrófagos 
marcados indicaron que estos pueden migrar desde la cavidad peritoneal hasta 
estas localizaciones, aunque ello no excluye que pueda producirse una 
transducción in situ.  
Nuestros experimentos no descartan que los lentivirus transduzcan otros 
tipos celulares in vivo o que los efectos observados sean debidos a un efecto 
indirecto de los macrófagos sobre otros tipos celulares, no obstante, los 
resultados obtenidos claramente sugieren que los macrófagos median en gran 
medida el efecto anti-inflamatorio ejercido por el LxVP. De hecho, hemos 
detectado que la presencia de macrófagos transducidos con lentivirus LxVP en 
los nódulos linfáticos afecta negativamente a la expresión de los marcadores 
de activación de linfocitos CD25 y CD69, lo que podría contribuir al efecto anti-
inflamatorio mediado por los macrófagos transducidos. 
 Para confirmar la asociación entre los macrófagos y el efecto anti-
inflamatorio del LxVP realizamos experimentos de transferencia celular. 
Determinamos que la inoculación de macrófagos transducidos con el LxVP en 
las patas de ratones artríticos tenía un claro efecto anti-inflamatorio. Estos 
experimentos de transferencia, no solo evidenciaron el papel central de los 
macrófagos en el efecto anti-inflamatorio del LxVP, sino que además indicaron 
que para tener un efecto beneficioso en las patas se requería la presencia en 
ellas de macrófagos transducidos. Por otro lado, estos resultados podrían 
explicar la ausencia de efecto del tratamiento i.p profiláctico con el LxVP en el 
modelo de CIA. Si el efecto beneficioso del LxVP dependía de la presencia de 
macrófagos transducidos en las patas, los macrófagos transducidos en la 
cavidad peritoneal, tras la inoculación i.p. de los lentivirus, tendrían que migrar 
hacía allí para ejercer su efecto. En el caso del tratamiento i.p. realizado 
después de la aparición de la inflamación en las patas, los macrófagos 
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transducidos en la cavidad peritoneal migrarían hacia las patas inflamadas en 
respuesta a estímulos quimioatrayentes. Por el contrario, en el caso del 
tratamiento previo a la aparición de los síntomas, los macrófagos transducidos 
en la cavidad peritoneal no tendrían un estímulo quimioatrayente al que 
responder, no llegarían hasta el lugar de acción y por lo tanto no podrían 
ejercer su función allí. Nuestros datos, en efecto, confirman que los macrófagos 
pueden migrar desde la cavidad peritoneal hacia diferentes focos inflamatorios 
y que esta migración ocurre de manera muy rápida.  
Estudios previos han descrito el reclutamiento de macrófagos a la cavidad 
peritoneal en respuesta a diferentes estímulos inflamatorios (Hopper, 1986), la 
migración de los macrófagos desde la cavidad peritoneal a los nódulos 
drenantes  (Bellingan et al, 1996; Rosen & Gordon, 1990) y su migración a los 
sitios de inflamación tras ser administrados por vía i.v. (Audran et al, 1995). Sin 
embargo, no hemos encontrado ningún estudio que muestre la migración de los 
macrófagos desde la cavidad peritoneal hacia focos inflamatorios externos. 
 Dada la relación entre la presencia de macrófagos transducidos con LxVP 
en las patas y el efecto anti-inflamatorio, analizamos si la expresión del LxVP 
promovía la migración de estas células hacia el foco inflamatorio. Mientras que 
el LxVP tuvo un efecto inhibidor en la capacidad migratoria de los macrófagos 
en respuesta a MCP-1 (CCL2) ex vivo, los macrófagos transducidos con el 
LxVP no presentaron defectos de migración hacia un foco inflamatorio in vivo. 
Se ha descrito que la expresión del receptor de MCP-1, CCR2, está regulada 
por la ruta CN/NFAT en las neuronas de los ganglios de la raíz dorsal, y se han 
identificado los  sitios de unión de NFAT en su promotor (Jung & Miller, 2008). 
En nuestros ensayos ex vivo sólo evaluamos la respuesta de los macrófagos a 
MCP-1, pero no a un cocktail de quimioatrayentes que asemejara la situación in 
vivo. Utilizamos MCP-1 por ser expresado en altos niveles en las articulaciones 
artríticas (Koch et al, 1992) y en respuesta a zymosan (Ajuebor et al, 1998), 
pero otras quimiocinas pudieran estar contribuyendo al reclutamiento de los 
macrófagos al foco inflamatorio. Esto podría explicar las diferencias 
encontradas entre los abordajes ex vivo e in vivo, ya que la expresión de otras 
quimiocinas en el foco inflamatorio podría estar enmascarando el defecto de 
estos macrófagos para responder a MCP-1. Sin embargo, la explicación más 
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probable tiene que ver con el protocolo del ensayo; en el ensayo ex vivo se 
utilizaron macrófagos que habían sido transducidos con los lentivirus cinco días 
antes, por lo que el péptido LxVP había tenido tiempo de expresarse en las 
células. Por el contrario, en el ensayo in vivo, la migración de los macrófagos 
inyectados en la cavidad peritoneal se empieza a detectar a tiempos cortos 
(horas) desde la inoculación de los lentivirus, por lo que el LxVP no tiene 
tiempo para expresarse en los niveles suficientes antes de que la migración 
comience. De esta manera, los macrófagos transducidos con el LxVP migran 
normalmente a la pata inflamada y es una vez allí cuando el péptido se expresa 
en mayor nivel y puede ejercer su efecto.  
La actividad CN en la polarización de los macrófagos  
El estudio de los macrófagos transducidos con lentivirus LxVP indicó que la 
inhibición de CN inducía un fenotipo anti-inflamatorio que caracterizamos ex 
vivo, y confirmamos in vivo en secciones de patas artríticas tratadas con estos 
lentivirus. En estos macrófagos, la expresión de citocinas pro-inflamatorias 
estaba inhibida mientras que la expresión de marcadores M2 como IL10, Mrc1 
o Arg1 estaba aumentada. La detección de este fenotipo anti-inflamatorio in 
vivo sugería que la expresión del LxVP contrarresta el ambiente pro-
inflamatorio de la pata artrítica.  
Aunque los macrófagos han sido clasificados en dos categorías M1 y M2 
según sus propiedades pro o anti-inflamatorias, en realidad el fenómeno de 
polarización es un proceso dinámico y determinado por el entorno, que provoca 
una modificación progresiva de las características del macrófago y por tanto 
genera un amplio abanico de fenotipos diferentes. Así, ya se ha hecho una 
subclasificación de los macrófagos M2 en tres subcategorias (M2a, M2b y M2c) 
(Mantovani et al, 2004) y es de esperar que en los próximos años esta 
clasificación sufra importantes modificaciones (Xue et al, 2014). Los 
macrófagos caracterizados en este estudio, no se ajustan fielmente a ninguna 
de estas tres subcategorias; no hemos detectado, por ejemplo, expresión de 
IL4,  ni tampoco un aumento en la expresión de TGFβ o Ym1 (datos no 
mostrados). Sin embargo, estos macrófagos son anti-inflamatorios 
funcionalmente: su capacidad de presentar antígenos a células T y de 
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diferenciarse a ostoclastos están reducidas, y su capacidad fagocítica 
incrementada.  
Al contrario que el LxVP, el péptido VIVIT no fue capaz de inducir un 
fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos. A este respecto, es importante 
reseñar que el VIVIT interfiere la unión de la CN a los sustratos que contienen 
un dominio del tipo PxIxIT, mientras que el LxVP interfiere la unión a sustratos 
con un dominio LxVP y, además, inhibe la actividad fosfatasa de la CN. Estos 
datos sugieren que para la inducción del fenotipo anti-inflamatorio que 
describimos, sería necesaria bien la inhibición de la actividad enzimática de la 
CN, o la inhibición de la unión de la CN a algún sustrato a través de un dominio 
LxVP. 
En un intento de corroborar la implicación de la CN en la inducción del 
fenotipo anti-inflamatorio en los macrófagos, utilizamos los inhibidores CsA y 
FK506. Estas drogas no ejercieron los efectos del LxVP en nuestras 
condiciones y, no sólo no aumentaron la expresión de los marcadores de 
polarización M2, sino que por ejemplo, aumentaron la expresión del marcador 
pro-inflamatorio iNOS.  En un trabajo previo se describe que FK506 es capaz 
de inducir un fenotipo M2 en macrófagos (Bai et al, 2010). Sin embargo, un 
análisis detallado de este estudio indica claramente que los datos presentados 
no reflejan realmente la inducción de un fenotipo anti-inflamatorio; los autores 
únicamente muestran el incremento en un solo marcador M2 mientras que 
otros marcadores M2 no se ven afectados. También se ha descrito previamente 
un efecto inhibidor de la CsA en la expresión de iNOS que aparentemente 
difiere de los efectos que nosotros mostramos (Hamalainen et al, 2002; 
Hortelano et al, 1999); nuestros experimentos de dosis-respuesta con esta 
droga demuestran que el efecto inhibidor previamente descrito esta asociado 
probablemente a la toxicidad de las altas dosis de CsA empleadas y no a la 
inhibición de la CN. 
Para complementar nuestros estudios sobre el papel de CN en la 
polarización de los macrófagos se analizó el fenotipo de los macrófagos 
deficientes en la CN. La deleción de CN en los macrófagos se consiguió 
mediante dos estrategias diferentes. Por un lado se utilizó un lentivirus que 
codificaba la recombinasa CRE para transducir los macrófagos CnB1flox/Δ y 
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delecionar así la CN. Con este abordaje recapitulábamos las condiciones 
experimentales de la transducción de los macrófagos con los lentivirus LxVP. 
Por otro lado, estudiamos el comportamiento de los macrófagos procedentes 
de ratones deficientes en la CN de manera constitutiva en el linaje mieloide. 
Estas estrategias no sólo dan lugar a la supresión de la actividad de la CN 
como hacen el LxVP y las drogas inmunosupresoras, sino que también 
eliminan la expresión de la proteína y podrían, por tanto, afectar a otras 
funciones como las relacionadas con el anclaje de otras proteínas (Kang et al, 
2007). De esta manera, se podría esperar que la deleción de la CN tuviera un 
efecto en la polarización de los macrófagos diferente al conseguido con su 
inhibición por el LxVP. Sin embargo, ambos abordajes de deleción utilizados 
dieron resultados similares a los obtenidos con el LxVP, evidenciando así las 
ventajas de la inhibición específica de la CN en los macrófagos. El fenotipo de 
los macrófagos deficientes en la CN fue similar al fenotipo anti-inflamatorio que 
presentaron los macrófagos transducidos con lentivirus LxVP. Así, en ambos 
casos, los macrófagos confieren resistencia a la inflamación al ser inoculados 
en las patas de ratones artríticos. Además, los ratones CnB1flox/ΔLysMCre 
fueron resistentes a la inflamación, lo que nuevamente demostraba la eficacia 
del macrófago como agente anti-inflamatorio. En estos ratones, no podemos 
descartar un efecto debido a la deleción de la CN en los neutrófilos dado que 
LysM se expresa también en este tipo celular. Sin embargo, la alta penetrancia 
de la deleción en los macrófagos y su fenotipo anti-inflamatorio apoyan la 
implicación de los macrófagos en el efecto beneficioso de la deleción de la CN. 
Además, en los experimentos donde utilizamos los lentivirus LxVP, 
descartamos la participación de los neutrofilos en la resolución de la 
inflamación, ya que su tiempo de reemplazo es inferior a 24 horas (Pillay et al, 
2010) y por ello, aunque se transdujeran con los lentivirus, morirían antes de 
expresar el péptido LxVP.  
La implicación de la CN en el proceso de polarización de los macrófagos 
viene sustentada además de por los resultados obtenidos con el LxVP y la 
deleción genética de la CN, por los experimentos donde encontramos que la 
señalización mediada por la CN estaba inhibida en macrófagos M2 inducidos 
ex vivo con citocinas. 
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Diferencias entre el tratamiento con las drogas inmunosupresoras y el 
bloqueo específico de la calcineurina 
Un resultado realmente inesperado fue que las drogas inmunosupresoras 
CsA y FK506, pese a ser utilizadas comúnmente como inhibidores de la CN, no 
tuvieron el mismo efecto en los macrófagos que el LxVP o la deleción genética 
de la CN. Esto nos indicaba que la CsA y el FK506 debían de tener algún otro 
efecto que contrarrestaba su acción inhibidora sobre la CN.  
Se han descrito numerosos efectos secundarios de estas drogas, muchos 
de ellos dependientes de su acción directa sobre la CN. Sin embargo, las 
diferencias encontradas con el LxVP o la deleción genética de CN indicaban 
que esos otros efectos de CsA y FK506 tendrían que ser independientes de su 
acción sobre la CN. Por ejemplo, en células T Jurkat se ha visto que los 
complejos CsA-CypA y FK506-FKBP tienen un efecto inhibidor sobre la p38 y 
la JNK MAPK que es independiente de la CN (Matsuda et al, 2000). Por el 
contrario, otros inhibidores (ej: Cabin1) que bloquean la CN sin formar 
complejos con las inmunofilinas, no tienen los mismos efectos sobre estas 
MAPKs (Matsuda et al, 2000). Si bien Matsuda et al. sugieren que el efecto es 
específico de células T, nosotros también hemos observado el mismo efecto en 
macrófagos (ver en apéndice Escolano et al, 2014). Además, nuestros datos 
muestran que, mientras que la inhibición de la CN o su deleción genética 
inducen la activación de la p38 y la JNK MAPK, esto no ocurre tras el 
tratamiento con la CsA o el FK506. Aun así, se ha descrito que el FK506 induce 
la activación de p38 en los macrófagos (Kang et al, 2007), pero nosotros 
hemos comprobado que estos resultados no se deben a un efecto directo sobre 
la actividad de la CN, sino a las altas dosis empleadas en dichos estudios, 500 
veces más altas de la necesaria  para inhibir su actividad. Además, la 
activación que estos autores observan es transitoria, con un máximo de 
fosforilación a los 30 minutos mientras que en nuestro modelo observamos una 
activación sostenida en el tiempo. Estos resultados sugieren que la activación 
sostenida de la p38 y/o la JNK podría ser necesaria para la aparición y/o 
consolidación del fenotipo anti-inflamatorio inducido por la inhibición de la CN. 
 La implicación de la p38 en el proceso de polarización la pudimos 
comprobar mediante el uso del inhibidor SB203580, que  reprimió la expresión 
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de diferentes marcadores de M2 inducidos por el LxVP o la deleción  genética 
de la CN. Consistentemente, observamos que el tratamiento in vivo con 
lentivirus LxVP perdía su efecto anti-inflamatorio al ser administrado en ratones 
MKK3-/-6-/+. Aunque estos animales con una actividad de la p38 defectuosa 
presentan unos niveles bajos de inflamación, el tratamiento con LxVP no fue 
capaz de inhibirlos. Así, puesto que la activación de la p38 en los macrófagos 
estaría asociada con su acción  anti-inflamatoria, los niveles más bajos de 
inflamación observados en estos animales deficientes en actividad de la p38  
podrían explicarse por un efecto mediado por otros tipos celulares tales como 
los linfocitos. Además, la sobreexpresión de la p38 MAPKK constitutivamente 
activa MKK6E en los macrófagos, tuvo un efecto similar al del LxVP o la 
deleción de la CN, produciéndo un aumento en la expresión de Arg1 e IL10 y 
una disminución en la de iNOS. Sin embargo, la expresión de Mrc1 no se 
incrementó, lo que sugería que además de la activación de la p38, podría ser 
necesaria la inhibición de la CN para el aumento de este marcador. Este 
conjunto de resultados confirma la existencia de un eje CN/p38 que opera 
regulando la polarización de los macrófagos.  
Aunque en este trabajo implicamos a la p38 en la polarización de los 
macrófagos hacia un fenotipo anti-inflamatorio, la p38 ha sido principalmente 
relacionada con la activación clásica de macrófagos tras su estimulación pro-
inflamatoria (Carter et al, 1999; Rao, 2001). A parte del nuestro, pocos estudios 
muestran un papel de la p38 en la polarización hacia M2, aunque los 
macrófagos asociados a tumores (TAMs) (con propiedades anti-inflamatorias) 
tienen activada la p38. Además, en consonancia con nuestros resultados, se ha 
descrito que los ratones deficientes en la p38α en los macrófagos presentan 
una exacerbación de la artiritis (Guma et al, 2012). Aunque no se ha 
identificado previamente un nexo entre la CN y la p38 en la polarización de los 
macrófagos, este nexo sí se ha descrito en cardiomiocitos. En estas células, la 
expresión de una CN constitutivamente activa provoca una respuesta 
hipertrófica mediada por la inhibición de la actividad de la p38, y la expresión 
de los dominantes negativos de p38α, MKK3 o MKK6 inducen también una 
respuesta hipertrófica mediada por la activación de la ruta CN/NFAT (Braz et al, 
2003; Lim et al, 2001).  La CN no es capaz de desfosforilar directamente a la 
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p38 in vitro, sin embargo, en cardiomiocitos se ha demostrado que la activación 
de la CN  incrementa los niveles de MKP-1 lo que a su vez promueve la 
desfosforilación e inactivación de la p38 (Lim et al, 2001). Por otro lado, se ha 
descrito que los macrófagos deficientes en MKP-1 presentan una 
hiperactivación de la p38 y la JNK, lo que provoca una sobreexpresión de IL10 
(Chi et al, 2006). Además, en cardiomiocitos y en fibroblastos embrionarios de 
ratón, se ha descrito la conexión de la CN con el complejo activador de la p38 
TAK1-TAB1-TAB2 (Liu et al, 2009b). En dicho trabajo, se muestra que la 
activación del complejo TAK-TAB activa a la CN la cual, mediante un 
mecanismo de retroalimentación negativa, inhibe la actividad de TAK1. Esto 
podría explicar la activación de la p38. En la misma línea, en nuestro 
laboratorio hemos descrito que la p38 interacciona con NFAT y lo defosforila, 
promoviendo su inactivación y exportación del núcleo (Gomez del Arco et al, 
2000). De nuevo, la activación de la p38 estaría asociada con la inactivación de 
la señalización por CN/NFAT. 
Basándonos en los estudios anteriores investigamos el mecanismo que 
relacionaba a la CN y a la p38 en los macrófagos. Mientras que el bloqueo de 
la señalización por la CN no mostró ningún efecto en la activación de TAK1, sí 
que  encontramos que la actividad CN modulaba los niveles de expresión de 
MKP-1. Aunque estos resultados explicarían el incremento en la fosforilación 
de la p38, no podemos descartar el efecto autocrino de algún mediador 
producido tras el bloqueo de la señalización de la CN que pudiera inducir la 
activación de p38.  
Todos los datos presentados en esta tesis indican que el péptido LxVP 
podría constituir una herramienta de gran valor para el estudio de la función de 
la CN y una posible alternativa al uso de la CsA y el FK506, cuyos efectos 
sobre otras dianas o su toxicidad han enmascarado ciertas funciones de esta 
fosfatasa. Por este motivo, sería oportuno además reconsiderar los datos 
obtenidos sobre la función de la CN mediante el uso de altas concentraciones 
de estas drogas inmunosupresoras.  
Aplicación clínica 
Nuestros datos evidencian los beneficios y el potencial terapéutico de la 
inhibición específica de la CN frente a las drogas inmunosupresoras CsA y 
Discusión 
 
 
106 
FK506. El péptido LxVP, inhibe la CN independientemente de las inmunofilinas 
y por lo tanto podría carecer de muchos efectos secundarios dependientes de 
las mismas.  
Uno de los objetivos de la investigación clínica es conseguir una 
administración segura del agente terapéutico de modo que ejerza su efecto 
específicamente sobre las células o tejidos de interés, evitando así efectos no 
deseados. En esta línea, se han utilizado diversos vectores virales para la 
administración de agentes terapéuticos, entre ellos los vectores lentivirales. 
Aunque los lentivirus han sido utilizados en estudios clínicos en humanos y 
cada vez están siendo más aceptados, la terapia génica con ellos aún presenta 
algunos inconvenientes (Thomas et al, 2003). Por un lado, se está intentando 
limitar el tropismo de los vectores lentivirales a las poblaciones de interés 
mediante la modificación de las proteínas de su envuelta. También es 
importante controlar los niveles de expresión de la molécula terapéutica, de 
modo que estos sean suficientes para ejercer un efecto beneficioso, pero sin 
ser tan elevados como para generar una respuesta inflamatoria. Además, la 
integración de su material genético en el genoma de la célula diana tiene lugar 
al azar, y por lo tanto puede afectar a genes y elementos reguladores 
provocando la desregulación de la expresión génica en la célula. Incluso podría 
afectar  a la modificación post transcripcional de los tránscritos primarios, 
impidiendo un correcto “splicing” o su poliadenilación (Moiani et al). Se ha 
descrito que el tratamiento con vectores lentivirales ha ocasionado cánceres en 
algunos pacientes asociandose a la inserción del genoma lentiviral en algún 
oncogén. Aunque en nuestro estudio utilizamos vectores lentivirales para la 
administración del péptido LxVP, sería interesante probar otros vehículos para 
su administración como, por ejemplo, las nanopartículas o los péptidos carrier, 
que evitarían los riesgos de la infección lentiviral.  
Además de la terapia génica, nuestro estudio revela un uso potencial de 
los macrófagos en terapia celular, como vehículos de moléculas terapéuticas o 
como agentes anti-inflamatorios per se. Los macrófagos suponen una diana 
interesante para el tratamiento de enfermedades inflamatorias; su presencia en 
los sitios de inflamación, como por ejemplo una articulación artrítica, 
correlaciona con la severidad de la enfermedad. Además, tratamientos que 
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ejercen su efecto sobre mediadores producidos por ellos o que afectan su 
función, tienen una importante acción anti-inflamatoria (Baeten et al, 2005; Di 
Stefano et al, 1996; Dinarello, 2007; Glass et al, 2001; Joosten et al, 2008; 
Taylor et al, 2005). De este modo, modificando los macrófagos ex vivo y 
reintroduciéndolos a continuación en el paciente, evitaríamos los efectos 
directos de la terapia sobre otros tipos celulares y, por tanto, muchos efectos 
secundarios. Además, la rápida migración de los macrófagos hacia los sitios de 
inflamación, como hemos demostrado en este estudio, implicaría una expresión 
localizada del transgén. Considerando los resultados de nuestro estudio, los 
macrófagos del paciente serían transducidos ex vivo con los lentivirus LxVP 
para derivarlos a un fenotipo anti-inflamatorio y posteriormente le serían re-
inyectados. Este tratamiento podría aplicarse a cualquier patología con 
componente inflamatorio como por ejemplo, la artritis reumatoide, la 
aterosclerosis, el infarto de miocardio, las alergias o la obesidad. Un estudio 
más exhaustivo será necesario para evaluar la aplicabilidad clínica de nuestros 
resultados y analizar aquellos aspectos que de momento limitan el uso del 
péptido LxVP. 
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Los resultados de este trabajo se resumen a continuación: 
1- La administración local o sistémica de lentivirus codificantes del péptido 
inhibidor de la CN, LxVP, tiene efecto profiláctico y terapéutico en los 
modelos murinos de artritis inducida por colágeno y de hipersensibilidad 
por contacto inducida por oxazolona. 
2- Los lentivirus administrados al ratón de manera sistémica o en las 
extremidades de forma local, transducen específicamente macrófagos. 
3- Los macrófagos tienen la capacidad de migrar desde la cavidad 
peritoneal tanto a los nódulos linfáticos drenantes como específicamente 
a los sitios de inflamación. 
4- La inhibición de la CN en los macrófagos con el péptido LxVP disminuye 
su capacidad migratoria in vitro en respuesta a MCP-1. 
5- La presencia en los nódulos linfáticos de macrófagos transducidos con 
LxVP tiene un efecto indirecto en la expresión de los marcadores de 
activación CD25 y CD69. de los linfocitos T residentes. 
6- Los macrófagos deficientes en la CN, o con la actividad CN 
específicamente inhibida por LxVP, presentan un fenotipo anti-
inflamatorio. 
7- La transferencia de macrófagos deficientes en la CN o con la actividad 
CN específicamente inhibida por el péptido LxVP confiere resistencia a 
la inflamación en el modelo murino de artritis inducida por colágeno.  
8- La deficiencia de la CN en los macrófagos confiere resistencia a la 
inflamación. 
9- La inhibición de la CN por las drogas inmunosupresoras CsA o FK506 o 
el tratamiento con el péptido VIVIT no inducen la polarización de los 
macrófagos hacia un fenotipo anti-inflamatorio. 
10- La deleción genética de la CN o su inhibición con el péptido LxVP 
inducen la fosforilación de la MAPK p38. Esto no sucede con la CsA ni 
con el FK506. 
11- La fosforilación de la p38 es necesaria para la inducción del fenotipo 
anti-inflamatorio resultante de la inhibición o deleción de la CN en los 
macrófagos. 
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12- La deleción de la CN o su inhibición por LxVP regulan negativamente la 
expresión de MKP-1. 
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Los resultados de este trabajo han permitido obtener las siguientes 
conclusiones:  
 
1- La CN de los macrófagos es una diana terapéutica potencial para el 
tratamiento de enfermedades inflamatorias y/o autoinmunes. 
2- Muchos de los estudios sobre la regulación de factores de transcripción 
y marcadores de inflamación basados en el uso de la CsA y el FK506 
deben ser reanalizados empleando métodos y herramientas que 
permitan la inhibición o deleción especifica de la CN. 
3- Los macrófagos tienen potencial como vehículos terapéuticos en el 
tratamiento de enfermedades inflamatorias.   
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Supplementary Figure S1. Effects of CsA in iNOS expression are not associated to CN 
activity. (A) Effect of increasing doses of CsA in iNOS mRNA expression. (B). CsA at 
200ng/ml inhibits the NFAT activity of PMA (P)+ calcium ionophore (Io) stimulated 
macrophages from NFAT luc reporter mice. (mean ± s.e.m.; n=3) * P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 
0.001 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
Supplementary Figure S2.  Expression of CRE recombinase does not induce anti-
inflammatory properties in wild type macrophages. (A-C) Arg1, Mrc1 and IL10 mRNA 
expression in macrophages transduced by a mock or CRE encoding lentivirus. (D) Detection of 
CRE gene in transduced macrophages. (mean ± s.e.m.; n=3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Supplementary Figure S3 Collagen-induced arthritis scores. Images of inflamed paws at 
different arthritic scores. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Supplementary Figure S4. Anti-inflammatory phenotype of macrophages transduced with 
LxVP lentivirus.  (A) mutLxVP and LxVP transduced phagocytic macrophages (GFP). red, 
erythrocytes and phalloidin. (B) Perimeter (nm) (left), total area (nm
2
) (central) and TRAP 
staining images (right) of LxVP or mutLxVP-transduced macrophages in osteoclast 
differentiation assays. **P < 0.01, (means ± s.d.;n=3).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Supplementary Figure S5. CN inhibition by the VIVIT peptide does not induce an anti-
inflammatory phenotype in macrophages. (A) VIVIT inhibits NFAT activity in macrophages 
from NFAT luc reporter mice. (B-D) Arg1, Mrc1 and IL10 mRNA expression in mock and 
VIVIT transduced macrophages. (mean ± s.e.m.; n=3) ***P< 0.001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Supplementary Figure S6. Effect of p38 inhibition in the phenotype of CN KO 
macrophages. (A,B)  Effect of p38 inhibition by SB203580 (SB) in iNOS mRNA (A) and 
SIGNR1 protein expression (B).***P< 0.001 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Supplementary Figure S7.  CsA and FK506 do not induce p38 activation at low 
pharmacological concentrations. (A) P-p38 expression in macrophages treated with low and 
high doses of CsA and FK506 at different times. (B) Kinetic analysis of P-p38 expression in 
macrophages treated with pharmacological concentrations of CsA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Supplementary Figure S8. Transduced macrophages migrate to inflamed paws. GFP 
immunostaining (brown) in paw sections from animals inoculated i.p. with LxVP or mutLxVP 
lentivirus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Supplementary Figure S9. Systemic lentiviral treatment does not exacerbate arthritic 
symptoms. CIA score in mice inoculated i.p. with vehicle (PBS) or control lentivirus 
(mutLxVP). n= 10 mice per group. (mean ± s.e.m.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Supplementary Figure S10. Locally inoculated lentivirus transduces macrophages and does 
not exacerbate CIA symptoms. (A) Confocal images show co-staining of GFP and Mac3 in paw 
sections from mice inoculated in the footpads with GFP-encoding lentivirus. GFP, green; Mac3, 
red; cell nuclei, blue. (B) CIA score in mice inoculated in the footpads (right hindpaw) with 
vehicle (PBS) or control lentivirus (mutLxVP). n= 10 mice per group. (mean ± s.e.m.) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Supplementary Figure S11. CN targeted macrophages do not correspond to any 
previously described M2 category. (A-B) Ym1 and TGFb mRNA expression upon LxVP 
treatment (A) or CN deletion (B). (mean ± s.e.m.; n=3) * P< 0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Supplementary Figure S12. CsA inhibitory effect of p38 activation depends on the 
activating stimuli. Effect of CsA treatment in P-p38 expression of macrophages stimulated by 
LPS, PMA+ calcium Ionophore (PIo) or 0,7 M NaCl. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Supplementary Figure S13. CN inhibition by IS or LxVP has no effects in IRF4 or NFB. 
(A) IRF4 mRNA levels in mutLxVP or LxVP transduced macrophages. (B) IB expression in 
macrophages treated with low and high doses of CsA or FK506 at different times. (C). IB 
expression in mutLxVP and LxVP transduced macrophages. 
 
 
 
  
 
  
 
Supplementary Figure S14. Chemokine expression in mouse inflamed paws. (A-E) mRNA 
expression of MCP1 (A), RANTES (B), MIP1 (C), MIP1 (D) and CCL7 (E) in mouse 
inflamed paws. n= 6 mice. **P<0.01, ***P < 0.001. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Supplementary Figure S15. Analysis of cell transduction in mouse organs after i.p. 
lentiviral administration. GFP+ cells (brown signal) are found in liver and spleen but not in 
the lungs. 
